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En los últimos años el análisis de compuestos volátiles
orgánicos ha experimentado un espectacular avance. El aumento
del interés por este tipo de compuestos junto con el
desarrollo alcanzado por la instrumentación analítica han
sido los mecanismos impulsores de tal avance.
Las sustancias volátiles forman una parte esencial de
nuestro entorno. Son abundantes en la naturaleza y están
presentes en la práctica totalidad de los materiales con los
que tenemos contacto a diario, siendo responsables de algunas
de sus más destacadas características.
Numerosos procesos industriales se controlan mediante
determinaciOneS de compuestos volátiles en las materias
primas y muestras intermedias, posteriormente, en los
productos terminados, la composición de su tracción volátil
es a menudo utilizada como indice de calidad.
El estudio de compuestos volátiles implicados en áreas
tan importantes como la Contaminación Ambiental, la Medicina
y la Ciencia y Tecnología de Alimentos, ha constituido la
1
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base de importantes aportaciones de la Investigación a la
Salud y la Economía.
En Ciencia y Tecnología de Alimentos, la composición
volátil tiene una gran importancia. El aroma es una de las
principales características de los alimentos y de él depende
en muchas ocasiones su aceptación o rechazo por parte de los
consumidores. Además, muchos compuestos de interés en
Toxicología Alimentaria son volátiles.
En general, la composición volátil de cualquier alimento
constituye una fracción compleja, desde el punto de vista
analítico, ya que suele estar integrada por un elevado número
de compuestos de diferente naturaleza química, presentes en
concentraciones muy diferentes entre si. Es por ello que
significativos desarrollos de algunos aspectos de la Química
Analítica han tenido su origen en la necesidad de aislar,
concentrar, separar, identificar y cuantificar los
componentes volátiles de un alimento o de una bebida. Y, por
el contrario, la validez de nuevos desarrollos analíticos es
frecuentemente comprobada mediante la aplicación al análisis
de estas muestras. En este sentido, el aroma de bebidas
alcohólicas ha servido en numerosas ocasiones como muestra de
referencia.
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La tecnología relacionada con el análisis de sustancias
volátiles es muy amplia. La mayor diversidad de técnicas
corresponde a la etapa de preparación de la muestra, ya que
generalmente se admite que la Cromatografía de Gases es el
procedimiento más potente para la separación y
cuantificación, mientras que la Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier y, sobre todo, la Espectroifletria de
Masas acopladas a la Cromatografía de Gases, monopolizan las
técnicas de elucidación estructural. Por tanto, la decisión
más comprometida que debe tomar el químico analítico cuando
se enfrenta a un análisis de volátiles se refiere a la
técnica de aislamiento y concentración a aplicar.
Es bien conocido que ningún método de extracción es
universal. Además, la fiabilidad de los resultados
cuantitativos está fuertemente condicionada por la correcta
elección y desarrollo de la técnica. Por ello, son muchos los
esfuerzos que se han realizado para mejorar los
procedimientos de extracción de compuestos volátiles,
tratando de minimizar el manejo de las muestras, acortando el
tiempo de operación y reduciendo al mínimo el empleo de
disolventes orgánicos nocivos para el medio ambiente.
Técnicas como la Extracción con Fluidos SupercriticOs, la
Destilación y Extracción Simultáneas y el Análisis de fase
vapor <Espacio de Cabeza, “Purqe and Trap”..> han alcanzado
gran desarrollo y son muy utilizadas en la actualidad junto
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con procedimientos clásicos como la nestilación y la
Extracción con disolventes orgánicos.
En cualquier caso, no cabe duda del interés que la
eliminación de la etapa de preparación de la muestra,
ineludible hasta ahora como fase previa al análisis
cromatográfico propiamente dicho, tendría en relación a la
fiabilidad y rapidez de la metódica aplicada. En este punto,
la posibilidad de realizar lo que se podría denominar
aislamiento y concentración internas de la muestra en eJ.
propio cromat6grafo de gases, se revela como una alternativa
especialmente atractiva aunque, evidentemente, muy
problemática. Este último aspecto se refiere fundamentalmente
a la necesidad de inyectar volúmenes elevados de muestra y al
consiguiente ensanchamiento de la banda cromatográfica en la
que, en estas circunstancias, se depositarían los solutos de
interés al prinéipio de la columna. La negativa influencia de
la anchura inicial de banda en el ensanchamiento observado en
los picos eluidos y, en consecuencia, en la eficacia y
resolución alcanzables en el análisis cromatográfico,
justifica la dificultad antes comentada.
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OBJETIVO DEL ‘tRABAJO
El presente trabajo ha consistido en el estudio de un
procedimiento de introducción directa de elevados volúmenes
de muestras hidroalcohólicas en Cromatografía de Gases con
columnas capilares, mediante el empleo del inyector
denominado vaporizador con Temperatura Programada <PV>
operando con eliminación del disolvente. El principal
objetivo de la investigación realizada es contribuir al
desarrollo de la metodología de análisis de compuestos
volátiles en muy baja concentración (trazas) sin tratamiento
de la muestra previo a la inyección.
Se ha llevado a cabo la optimizacióri de las principales
variables que intervienen en el proceso de eliminación del
disolvente o componente mayoritario de la muestra y se ha
comprobado la validez de la técnica mediante su aplicación al
análisis de bebidas con distinto grado alcohólico, comparando
posteriormente los resultados con los obtenidos mediante dos
técnicas clásicas: la extracción con disolventes orgánicos y
la Destilación y Extracción simultáneas.
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ESTRUCVIJRA DE LA MEMORIA
La presente Memoria se ha estructurado siguiendo las
pautas utilizadas habitualmente para la publicación de
trabajos científicos.
En la INTRODUCCION se revisa el estado actual de las
técnicas de aislamiento y concentración más utilizadas para
el análisis de compuestos volátiles, haciendo especial
hincapié en aquellas con las que se ha comparado el método
estudiado y en las que poseen aspectos de interés para el
desarrollo de métodos de introducción directa de elevados
volúmenes de muestra en Cromatografía de Gases con columnas
capilares. Asimismo se discuten los antecedentes de las
técnicas de aislamiento y concentración internas en el propio
cromatógrafo de gases. También se recogen los fundamentos de
los procedimientos de Diseño Experimental utilizados y se
resumen las características analíticas de las bebidas
alcohólicas, como muestras a las que se aplicará, en primera
instancia, el método analítico desarrollado en el presente
trabajo.
El apartado MATERIALES Y METODOS recoge los detalles de
la experimentación llevada a cabo, incluyendo una breve
exposición de la Metodología de Diseño de Experiencias
utilizada.
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La exposición de los RESULTADOS, así como la DISCUSION
de los mismos se ha dividido en cuatro bloques:
1.- Evaluación de]. proceso de concentración interna
en un 2W.
2.— Estudio de variables que afectan a la extracción
y concentración internas con 2W.
3.— optimización de las principales variables que
afectan a la extracción y concentración internas con
pr.
4.— Análisis de componentes minoritarios del aroma de
bebidas alcohólicas de distinta graduación por
inyección directa.
Por último, se presentan las CONCLUSIONES del trabajo y
la BIBLIOGRAFIA más relevante relacionada con el tema.
.7
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IJTILIZACION DE TERMIHOB EN INGLES
Desde hace algunos años existe en la comunidad
científica española un marcado interés por encontrar
denominaciones en español para los términos originales en
inglés habitualmente empleados en la literatura científica
internacional. En la presente Memoria se utiliza el inglés
exclusivamente para denominar técnicas cromatográficas o
indicar conceptos técnicos cuyo nombre en español no está aún
generalmente implantado, por lo que su empleo podría dar
lugar a confusión. En cualquier caso, se han considerado los
trabajos que sobre nomenclatura cromatográfica se han
publicado recientemente en revistas españolas especializadas
(Cabezudo, 1.984 y 1.990, Martínez y Sanz, 1.991, Reglero e
Ibáñez, 1.992, Marina y Vera, 1.992).
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INTRODUCCION
1.1. TECHICAS DE AISLAMIENTO Y CONCENTRACION DE COMPUESTOS
VOLATILES
.
El análisis por cromatografía de Gases de los
componentes volátiles de alimentos, matrices biológicas,
nuestras medio ambientales, etc., requiere habitualmente una
etapa previa de aislamiento y concentración. Frecuentemente
la muestra contiene, además de compuestos volátiles, otras
sustancias cuyo análisis no se precisa y que, por otro lado,
pueden crear interferencias con los solutos de interés o
depositarse en la porción inicial de la columna provocando en
último término su deterioro. Otros componentes pueden quedar
adsorbidos en distintas zonas del sistema cromatográfico y
degradarse lentamente dando lugar a ruido de fondo o a la
formación de artefactos.
Un aspecto especialmente importante es que en la mayoría
de las ocasiones los compuestos volátiles se encuentran en
concentraciones inferiores al limite de sensibilidad del
sistema cromatográficO, lo que descarta la inyecci6n directa
de la muestra y supone, por tanto, la pérdida de las
innegables ventajas que ello aporta.
10
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Las técnicas de aislamiento y concentración suelen
ocasionar alteraciones cualitativas y cuantitativas que
afectan a la información que se obtiene sobre la composición
de la muestra <Jennings y Rapp, 1.983). Los errores
cuantitativos tienen su origen generalmente en la
selectividad de los métodos, pero, si la repetibilidad es
buena, pueden corregirse mediante una adecuada calibración.
Es de la máxima importancia, sin embargo, evitar los cambios
cualitativos que desvirtúan la información y ocasionan además
errores cuantitativos <Jennings y Filsoof, 1.977, Maarse y
Belz, 1.985).
En análisis de alimentos, las alteraciones cualitativas
más comunes tienen los siguientes origenes:
— Actividad enzimática: La rotura de las paredes
celulares o de las estructuras intracelulares, permite que
los enzimas accedan a sustratos de los que normalmente están
separados.
- Degradación térmica: Se observa en aquellos casos en
los que la muestra contiene solutos termolábiles y el método
de extracción implica su calentamiento excesivo.
- Reacción de Maillard Se produce cuando la muestra
contiene carbohidratos y proteínas o aminoácidos y se somete
a calentamiento durante tiempo prolongado.
La presencia de oxigeno potencia los citados procesos
11
fl4TRonucctoN
<Jeon y col., 1.976). AdemAs, la adición de antiespumantes
junto con las impurezas de los materiales utilizados en la
extracción alteran también la composición de la muestra por
contaminación <Karasek y col., 1.981).
A continuación se revisan las técnicas de aislamiento y
concentración aptas para ej. análisis de compuestos volátiles
más frecuentemente utilizadas, poniendo de manifiesto sus
ventajas e inconvenientes, así como la información que se
puede obtener con cada una de ellas.
1.1.1. Destilación
.
La efectividad de la destilación, como técnica de
aislamiento, depende de las propiedades físicas de los
componentes de la mezcla, de las características de la
matriz, del equipo y de la técnica empleados (Haarse y Beiz,
1.985).
En general, la destilación se lleva a cabo asociada a
un proceso de concentración debido a que en el destilado los
compuestos volátiles suelen estar diluidos (Jennings, 1.980).
La concentración de la muestra exige el empleo de técnicas de
adsorción, congelación o extracción <Welch y col., 1.982,
Takeoka y col., 1.988>. Peters <1.980) diseñó un sistema
(Figura 1), que permite la destilación y concentración al
12
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Ir
50cm
10
— condensador
condensador
Figura i. sistema de destilación.cOncentración diseñado por
Peters <1.980).
Destí
0
0
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mismo tiempo, y es aplicable a muestras acuosas y solutos
orgánicos polares. El destilado se recoge en la parte
superior y después de alcanzar un determinado volumen,
revierte al matraz en el que se calienta la muestra. Los
vapores ascendentes redestilan el liquido descendente
posibilitando un nuevo desplazamiento hacia la fase gaseosa
de los compuestos más volátiles. La concentración es mayor y
más rápida para los solutos que forman azeótropos con el
agua. Mediante este procedimiento, se pueden obtener unos
factores de concentración de hasta 300 ó 400 en un tiempo
inferior a 1 hora.
Para las muestras estables térmicamente se emplea la
destilación a presión atmosférica. Sin embargo, esta técnica
es inservible cuando la muestra es sensible a la temperatura.
Pickett y col. (1.975) observaron que la pérdida de algunos
compuestos terpénicos en la destilación a presión atmosférica
era de hasta el 90%, y que dicha degradación daba lugar a
nuevos terpenos. Si la destilación se realiza a presión
reducida, el riesgo de formación de artefactos y de
descomposición de compuestos termolábiles es menor, pero
entonces se requiere un cuidadoso control del proceso 9eCn
y col., 1.976).
Una importante ventaja de la destilación es que en los
concentrados obtenidos no se encuentran compuestos no
14
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volátiles, lo que facilita el posterior análisis por
Cromatografía de Gases. Sin embargo, la composición del
destilado no siempre refleja la original de la muestra.
1.1.2. ‘técnicas de muestreo en fase vapor ¿Análisis del
Espacio de Cabeza)
.
Son técnicas de muestreo selectivo de compuestos
volátiles muy extendidas en campos como la Contaminación
Ambiental y la ciencia y Tecnología de Alimentos. En los
últimos aflos han surgido distintas versiones y se ha
desarrollado y comercializado instrumentación específicamente
diseñada para su aplicación.
Las técnicas de análisis de la tase vapor emitida por
una muestra se designan comúnmente de Espacio de Cabeza. Esta
denominación, qUe no es estrictamente correcta, se ha asumido
ya de forma generalizada en la literatura científica
internacional.
Desde un punto de vista más riguroso <Maarse y Beiz,
1.985) se define el Espacio de Cabeza como la fase vapor que,
desprendida de una muestra sólida o líquida, se encuentra en
equilibrio con la misma en un recinto termostatizadO y
cerrado. Según esto, el análisis del espacio de cabeza
implicaría exclusivamente la toma de una muestra única sin
15
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reemplazar el vapor evacuado. Sin embargo, es habitual
agrupar con la denominación de Espacio de Cabeza a algunas
técnicas que llevan a cabo la toma continuada de mue ,tra, con
pérdida del equilibrio y en las que existe reemplazauiieiito
del vapor.
Las técnicas de análisis de la fase vapor pueden ser
clasificadas de la siguiente forma <Figura 2) (Núñez y col.,
l.984b)
- Espacio de Cabeza Directo o Estático <Figura 2a) : Se
extrae una fracción del vapor en equilibrio con la muestra
mantenida en un recipiente cerrado y estabilizado.
— concentración del Espacio de Cabeza o Espacio de
Cabeza Dinámico: Se utiliza una corriente de gas que circula
sobre la superficie de la muestra, sólida o líquida,
barriendo <“sweeping”) la fase vapor en contacto con la misma
(Figura 2b) . Dentro de las técnicas denominadas de Espacio de
Cabeza Dinámico, se suele incluir también la modalidad en la
que la corriente del gas de arrastre circula a través de la
muestra líquida (Figura 2c> purgando los compuestos volátiles
(“purging”)
Tanto la técnica de barrido como la de purqa requieren
una posterior concentración de los compuestos arrastrados.
16
ItETRODUCCIOfl
Salida del
espacio de cabeza
Nitrógeno
<b)
Figura 2. Técnicas de toma de muestra del espacio de
cabeza. <a) Estático; <b> Dinámico <barrido);
<c) Dinámico (purga).
(1: Baño termostatizado 2: Pieza de agitación
magnética; 3: Muestra; 4: Trampa con adsorbente).
<Niiñez y col., i.984b).
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1.1.2.1. Espacio de Cabeza Estático
.
Se trata de un método no destructivo que no precisa
preparación previa de la muestra. La presencia de compuestos
no volátiles no interfiere en el posterior análisis
cromatográfico.
La toma de la muestra e inyección se pueden realizar con
jeringas especiales para gases, o bien con sistemas
electroneumáticos automatizados. Actualmente es más habitual
utilizar la segunda posibilidad ya que se dispone de modelos
comerciales que inyectan automáticamente los espacios de
cabeza de distintas muestras colocadas en viales que, antes
de la inyección, son termostatizados y presurizados
(Gagliardi y yerga, 1.982, Nisperos—CarriedO y Shaw, 1.990>.
Estos equipos permiten además la inyección múltiple o
repetida de lá misma muestra de modo que es posible
determinar la concentración total de los distintos
componentes (Vitenberg, 1.984, Snyder y Hounts, 1.990).
El análisis del Espacio de Cabeza Estático es muy
utilizado en Ciencia y Tecnología de Alimentos para el
análisis de los compuestos responsables del aroma y para la
detección de contaminantes volátiles en el propio alimento o
en el envase que lo contiene. (Montaño y col., 1.990). Es el
método más adecuado para correlacionar el análisis químico
18
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con el sensorial debido a que la composición del espacio de
cabeza es similar a la del aroma tal y como se presenta a la
nariz humana. Sin embargo, este sistema sólo es aplicable
para compuestos muy volátiles y abundantes <Jennings y
Filsoof, 1.977, Núñez y Maarse, 1.986). La posibilidad de
detectar algunos compuestos de moderada o baja volatilidad,
así como los que se encuentran en cantidades traza, es una
necesidad evidente ya que, en ocasiones, la relevancia
olfativa de tales compuestos es considerable.
La vía lógica para poder detectar compuestos en
cantidades traza es aumentar la cantidad de muestra. Sin
embargo, los volúmenes grandes de inyección no son, en
principio, fácilmente compatibles con bandas cromatográficas
estrechas, quedando muy afectada la eficacia de la columna.
Aunque este problema puede ser resuelto mediante sistemas de
crioenfoque (Bayer y col., 1.988, Reglero y col. 1.990) o con
trampas adsorbentes (Noble y col., 1.980, Drozd y col.,
1.978), el volumen de muestra que se puede extraer sin
alterar el equilibrio del espacio de cabeza es limitado <1-5
mL) . Algunos autores señalan la posibilidad de mejorar la
sensibilidad del método con pequeñas modificaciones, tales
como ajustar el pH del medio, aumentar la temperatura de la
muestra (Werkhoff y Bretschneider, l.987b) o añadir sales que
desplacen el equilibrio hacia la fase vapor <voilley y col.,
1.977, Drozd y Novák, 1.979, MontaRlo y col., 1.990>. otro
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inconveniente de esta técnica es la necesidad de una
cuidadosa calibración (Poole y Schuette, 1.983>, que debe
incluir la optimización del tiempo y la temperatura de
equilibrio adecuados para cada compuesto.
1.1.2.2. Espacio de Cabeza Dinámico
.
Como se ha descrito anteriormente, consiste básicamente
en el arrastre con un gran volumen de gas <Litros) de los
volátiles de una muestra, por barrido o por purga, y su
posterior concentración en una trampa.
Ejemplos de la utilización del método de purga son el
análisis de contaminantes en aguas <Bianchí y col., 1.991>
así como el análisis de diversos alimentos y bebidas: puré de
albaricoque <Bolzoni y col. 1.990), frutas frescas (Schamp y
Dirinck, 1.982) y vino <Kallio, 1.991>.
El método de barrido resulta excelente para la
investigación del metabolismo de sistemas vivos durante
largos períodos de tiempo en su medio natural, debido a las
condiciones suaves y no destructivas en las que se realiza
(Boland y col., 1.984, Ioffe, 1.984). También se ha empleado
para el análisis de muestras biológicas, como orina, sangre
y leche materna <Hichael y col., 1.980), y para otras
aplicaciones como el análisis de volátiles de frutas enteras
20
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(Flath y col., 1.990), de hojas de peral (Miller y col.,
1.989>, de hojas de tabaco (Coleman, 1.992), o de zumos de
frutas <Blanch y col. 1.991).
El aislamiento de los volátiles puede llevarse a cabo
tanto en sistemas abiertos como en sistemas cerrados. En este
último caso la técnica se denomina “Closed-LOopStripping”
(Grob y Ztlrcher, 1.976). El gas es reciclado circulando
sucesivamente a través de la muestra y de la trampa hasta que
se alcanza el volumen denominado de ruptura (“breakthrOflgh
volume”) o volumen de gas y muestra necesario para eluir de
la trampa a los solutos de interés (procedimiento de
conservación>, o para lograr que la mayoría de los
compuestos retenidos alcancen el equilibrio con la fase
gaseosa (procedimiento de equilibrio) (Vitenberg, 1.991>.
Una reciente versión de la técnica de purga consiste en
hacer circular simultáneamente a través de un recipiente una
corriente de muestra líquida y de gas <Schnable y col.,
1.990) . También se ha descrito recientemente otro
procedimientO similar consistente en formar un aerosol con la
muestra líquida haciendo circular una corriente de gas a
través de la misma, con lo que se consigue aumentar la
superficie de contacto entre el gas y la muestra,
incrementando finalmente la sensibilidad global del
procedimientO <Baykut y Voigt, 1.992>.
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Los factores que más influyen en el proceso de arrastre
de los compuestos volátiles son el caudal del gas, el tiempo
de operación <Simpson, 1.979) y la temperatura de la muestra
<Werkhoff y Bretschneider, l.987b).
Las trampas utilizadas para la concentración del vapor
barrido o purgado pueden ser de distintos tipos:
— Trampas con adsorbentes. El sólido adsorbente se
coloca en una columna a través de la cual pasa la corriente
de gas procedente de la muestra, quedando adsorbidos los
solutos arrastrados (Bianchi y col., 1.991, Yokouchi y Sano,
1.991)
- Trampas criogénicas. La corriente se hace circular a
través de una trampa refrigerada en la que se condensan los
compuestos que se pretende concentrar <Zlatkis y col.,
1.973)
- Trampas con disolventes. El gas burbujea a través del
disolvente, quedando disueltos los volátiles solubles
(Parliffient, 1.986).
- Concentración “On-column”. La columna cromatográfica
sirve como trampa y permite realizar el crioenfoque de los
solutos a analizar <Jennings y Rapp, 1.983, Reglero y col.,
1.990)
También se han empleado técnicas de concentración
mixtas, como trampas adsorbentes refrigeradas O absorción
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empleando disolventes a bajas temperaturas (Yokouchi y Sano,
1.991). Jursik y col. (1.991) han descrito una microversión
de este último sistema que exige sumergir en una mezcla
criogénica 50 pL de disolvente colocado en un tubo en “U”. La
pequeña cantidad de disolvente empleada hace innecesaria la
concentración posterior. También es frecuente el uso de
trampas de distintas características colocadas de forma
sucesiva (Kessels y col., 1.992).
Los sistemas con trampas criogénicas y adsorbentes
requieren una posterior etapa de recuperación de los
compuestos retenidos, que se suele llevar a cabo por
desorción térmica. En este sentido, existen sistemas
automáticos o semiautomáticos en los que el equipo de
arrastre y las trampas están acoplados directamente al
inyector del cromatógrafo <Dowty y col., 1.976, Spingarfl y
col., 1.982, westendorf, 1.985, Coleman, 1.992>.
Actualmente se observa la tendencia de considerar la
concentración de muestras en fase vapor con aislamiento
mediante barrido o purga, concentración en trampas
adsorbentes o criogéflicas y desorción térmica con
transferencia directa a la columna cromatográfica, como un
procedimiento independiente del Análisis del Espacio de
Cabeza. La mencionada técnica se denomina “Purge and TraP” e
implica la disponibilidad de sistemas automatizados, de los
que existe una amplia oferta comercial.
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1.1.3. Extracción con ¡‘luidos puperoriticos
.
Se trata de una de las técnicas que recibe mayor
atención en la actualidad.
El poder de solvatación de los fluidos supercriticos se
conoce desde finales del siglo pasado y sus propiedades se
empezaron a estudiar desde entonces, aunque muy recientemente
se ha comenzado a profundizar en algunos aspectos. Las
primeras aplicaciones de fluidos supercriticos para la
extracción de determinados solutos de una matriz a escala
industrial, se llevaron a cabo a mediados del presente siglo.
Sin embargo, en el campo de la Química Analítica, la
Extracción con Fluidos Supercriticos (SFE) puede considerarse
como una técnica nueva y en franco desarrollo, siendo objeto
de gran interés en los últimos años <McHugh y Krukonis,
1.986, Lee y Markides, 1.990, Wenclawiak, 1.992).
La SFE ofrece notables ventajas. La más importante es la
posibilidad de ajustar el poder de solvatación del agente
extractante mediante la variación de la presión y la
temperatura de trabajo. De esta forma se puede abordar el
fraccionamiento de los componentes de una muestra llevando a
cabo sucesivas extracciones de la misma a diferente densidad
del fluido, obteniéndose finalmente extractos con distinta
compOsición.
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Es interesante destacar el hecho de que los coeficientes
de difusión en fluidos supercriticos son muchos mayores que
en los disolventes orgánicos clásicos lo que facilita la
rápida extracción y una mayor accesibilidad del fluido a
matrices de naturaleza muy diversa.
La adecuada elección del fluido supercritico puede
proporcionar ventajas adicionales. Así, la baja temperatura
crítica del dióxido de carbono lo hace especialmente
recomendable para la extracción de compuestos termolábiles.
Además, su bajo punto de ebullición a presión atmosférica
minimiza los problemas de concentración del extracto ya que
el CO2 se puede eliminar fácilmente casi sin riesgo de
coevaporación de otros analitos. Por otro lado, proporciona
un medio libre de oxigeno durante la extracción, lo que
limita las posibles oxidaciones de los solutos extraídos, y
a diferencia de otros agentes extractantes de uso habitual,
no es tóxico.
Una importante desventaja del empleo de CO2 para la
extracción de compuestos polares es la escasa solubilidad de
estos últimos, aunque el proceso se puede aplicar mediante la
adición de modificadores adecuados para aumentar la polaridad
del medio extractante <Wright y col., 1.987, Sequeira y
Taylor, 1.992).
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Una vez realizada la extracción, el CO2 se elimina por
descompresión, y el extracto resultante, que normalmente se
recoge sobre un disolvente, puede ser inyectado en el
cromatógrafo de gases <Wright y col., 1.987, King y col.,
1.989, Saito y col., 1.989, Wheeler y McNally, 1.989, Porter
y col., 1.992) . Una alternativa muy interesante la constituye
el acoplamiento entre la Extracción con Fluidos Supercriticos
y la cromatografía de Gases <SFE-GC), de modo que los solutos
extraídos puedan ser transferidos a una trampa criogénica
(Andersen y col., 1.989, Liebman y col., 1.989> o a una
trampa con adsorbentes previa a la columna cromatográfica
(Lee y Markides, 1.990), o bien a la primera porción de la
propia columna cromatográfica (Hawthorne y Miller, 1.986,
Hawthorne y col., 1.989). Otra opción a considerar supone
acoplar directamente el extractor a un cromatógrafo de
fluidos superoriticos (SFE—SFC) <Jackson y col., 1.986,
Wheeler y McNally, 1.989).
La SFE ha sido aplicada a muy diversos tipos de
muestras, destacando las medioainbientales (Hawthorne y
Miller, 1.987, Andersen y col., 1.989, AlexandrOu y col.,
1.992, Bicking, 1.992, Ho y Tang, 1.992) y los alimentos
(Hawthorne y col., 1.988 y 1.989, Hierro y Santa—Maria.
1.992) . En resumen, se trata de una técnica de gran utilidad
y a considerar en el futuro, aunque el coste de los equipos
así como el del CO2 de alta pureza dificulta su expansión
generalizada.
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1.1.4. Extracción con Disolventes orgánicos
.
Es el método clásico de extracción de compuestos
volátiles en alimentos y uno de los más empleados, aunque
actualmente está siendo desplazado por otras técnicas más
ventajosas.
Las técnicas de extracción con disolventes se pueden
aplicar a gases, aunque principalmente se emplean para
sólidos y líquidos. La extracción se puede llevar a cabo por
varios procedimientos: En discontinuo o extracción simple,
en continuo y en contracorriente, siendo el citado en
segundo lugar el más utilizado.
La extracción de muestras liquidas en continuo exige el
empleo de extractores liquido-liquido (Figura 3), mientras
que cuando la muestra es sólida se emplea el extractor
Soxhlet (Figura 4) . En ambos casos el principio del
procedimientO es idéntico: el disolvente ebulle, condensa,
circula a través de la muestra a extraer con la cual es
inmiscible, y vuelve al matraz original llevando consigo los
compuestos extraídos.
El diseño de los equipos para extracción ha sufrido
numerosas modificaciOnes, aunque su uso no se ha
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Figura 3. Extractores continuos liquido—líquido para
disolventes más densos <a) y menos densos U’) que
la muestra.
<b)
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Figura 4. Extractor Soxhlet.
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generalizado. El extractor de tambor permite la extracción
de grandes volúmenes <Fagan y col., 1.982>, y es
especialmente útil para las muestras que tienen tendencia a
formar espuma o emulsiones con el disolvente. Bhuchar y
Agrawal (1.981) describieron un extractor adecuado tanto para
muestras liquidas como para muestras sólidas y que presenta
además la ventaja de utilizar un volumen pequeño de
disolvente. Con la misma idea se han desarrollado otros
sistemas de microextracción <Murray, 1.979, Burgasser y
Colaruotolo, 1.979)
Es evidente que el resultado del proceso de extracción
está fuertemente condicionado por la selectividad del
disolvente. Entre los más utilizados para el análisis de
compuestos volátiles en alimentos se puede citar el
dietiléter (Fauhí y Wittkowski, 1.992>, aunque implica cierto
riesgo de formación de peróxidos, así como de alteraciones de
los extractos. El empleo de pentano e isopentano puede ser
ventajoso para realizar la extracción de algunos productos
resultantes de la termentación alcohólica ya que al
proporcionar menor poder de extracción que otros disolventes,
los alcoholes de bajo peso molecular, y entre ellos efl.
etanol, son poco extraídos. Este hecho disminuye
evidentemente las interferencias que, si se utilizan otros
disolventes, se observan al realizar el análisis de
compuestoS presentes en concentraciones muy diferentes. El
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hexano también ha sido empleado para distintos tipos de
muestras (Murray, 1.979, Leenheers y col., 1.992). otros
autores (Welch y col., 1.982, Peters, 1.982> han recomendado
el empleo del cloruro de metileno por su bajo punto de
ebullición y su alta eficacia en la extracción.
Uno de los disolventes con propiedades más favorables
para la extracción liquido—liquido es el Freon 11
<triclorofluormetano) . Tiene un punto de ebullición muy bajo
(23,YQC). No es miscible con el agua, por lo que no es
necesario añadir agentes desecantes al extracto. Posee escasa
reactividad. Es inodoro, no es tóxico, ni explosivo, ni
inflamable. No posee una selectividad marcada, presentando
gran eficacia en la extracción de alcoholes de medio y alto
peso molecular, ésteres y cetonas, y muy baja en la de
etanol, por lo que es un disolvente muy adecuado para la
extracción de muestras hidroalcohólicas (Hardy, 1.969, Hardy
y Ramshaw, E.H., 1.970, Rapp y col., 1.976, Marais y Houtxuan,
1.979). Además, se puede eluir rápidamente en una columna
cromatográfica y tiene una respuesta muy baja en el detector
de ionización de llama. Cobb y Bursey (1.978) compararon la
extracción con distintos disolventes de disoluciones modelo
de vino que contenían un 12% de alcohol y un 4.4% de azúcares
obteniendo los mejores resultados con Freon 11.
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El mayor inconveniente del Freon 11 se refiere a su
pertenencia a los clorofluorocarbonados (CFC) . Estos
compuestos, hasta ahora producidos industrialfliente a gran
escala y muy utilizados también como agentes refrigerantes,
son destruidos en la estratosfera por la radiación
ultravioleta de corta longitud de onda, liberando átomos de
cloro que a su vez destruyen la capa de ozono de la
atmósfera. Esta disminución del ozono ha originado la
aparición de un agujero sobre la Antártida y una disminuci6n
del espesor de la capa en otras latitudes (alrededor de un 8%
entre 1.980 y 1.990 en latitudes medias del hemisferio
norte)
El ozono, a pesar de su pequeña concentración, absorbe
la mayor parte de la radiación solar ultravioleta, que, sin
este filtro, puede llegar a la superficie de la Stierra y
ocasionar graves perjuicios a la vida en nuestro planeta. Por
ello, y dado que datos científicos recientes sugieren que la
situación es más grave de lo que se creía hace sólo algunos
años, numerosos organismos internacionales han iniciado
acciones para reducir rápidamente el uso de OFO (Granier y
Brasseur, 1.992, Serra, 1.990). En este sentido, cualquier
estudio conducente a la sustitución de métodos anteriormente
utilizados que impliquen el empleo de Freon 11, se considera
de especial relevancia.
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La complejidad que a veces poseen los extractos en
disolventes orgánicos hace conveniente su fraccionamiento, y
con este objeto sé emplean diversos métodos. Uno de ellos
consiste en el ajuste del pH de la muestra. Algunos autores
(Schreier y col., 1.976, Saumes y col., 1.986> emplean con el
mismo objetivo la cromatografía en columna con gel de sílice
e incluso la cromatografía de gases preparativa (Ho y Col.,
1.982, Hsieh y col., 1.982, Grimmer y col., 1.983).
Generalmente, el volumen de disolvente empleado en la
extracción es considerable por lo que los compuestos se
encuentran diluidos en el extracto, siendo necesaria su
concentración posterior, que habitualmente se realiza
empleando uno de los dos métodos que se mencionan a
continuaciórn
— El primero consiste en hacer circular una corriente de
gas inerte sobre la superficie del extracto. (ZlatJcis y col.
1.981, Nestrick y Lamparski, 1.981, Higgins y Guerin, 1.980).
— El segundo implica la eliminación del disolvente por
destilación <Karasek, y col., 1.981, Price y Caríson, 1.981)
Con objeto de evitar, o al menos reducir, pérdidas de
solutos, se concentra la muestra a reflujo con una columna
Vigreux <Schreier y col., 1.979) o una columna Snyder, o bien
con sistemas más sofisticados, como el concentrador de
Kuderna—Danish (Goldberg y Weiner, 1.980, Vb, 1.992).
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En cualquier caso, la etapa de concentración añade al
proceso riesgos de pérdida de compuestos volátiles por
coevaporación con el disolvente, de formación de artefactos
y de contaminación accidental.
1.1.5. Destilación Y Extracción Simultlne&5
.
La Destilación y Extracción Simultáneas <SDE) es un
proceso continuo en el que la muestra y el disolvente
destilan simultáneamente y condensan en la misma zona, en la
que tiene lugar la extracción liquido—liquido. También se ha
descrito la existencia de extracción parcial en fase vapor.
La técnica es original de Likens y Nickerson (1.964)
quienes realizaron la primera aplicación al aislamiento de
los componentes del aroma de la cerveza <Nickersor’ y Likens,
1.966>. Maarse y Kepner (1.970) adaptaron el diseño inicial
para la operación a presión reducida y posteriormente Schultz
y col. <1.977> introdujeron algunas modificaciones para
disminuir las pérdidas de disolvente y de compuestos muy
volátiles.
Todas estas versiones operan con volúmenes elevados de
muestra, por lo que es necesario concentrar el extracto
obtenido. Para evitar los riesgos, ya señalados, que ello
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supone, Godefroot y col. <1.981 y 1.982) diseñarOn una
microversión del equipo <Figura 5), que permite la
utilización de pequeñas cantidades de disolvente. Este diseño
es el más extendido actualmente. Recientemente, Blanch y col.
(1.993) han propuesto un nuevo extractor SDE, aún no
comercializado, que permite la operación a presión normal,
presión reducida y con arrastre de vapor. Es aplicable a
muestras térmicamente inestables y proporciona recuperaciones
satisfactorias para compuestos presentes en la muestra a
niveles de ppb, lo que hasta ese momento no se habla
conseguido (Núñez y Bemelmans, 1.984>. Además, el nuevo
diseño es reversible por lo que permite, con una única
configuración, realizar el proceso con disolventes de mayor
o de menor densidad que el agua. Este hecho supone una clara
ventaja en relación a la microversión antes mencionada.
La Destilación y Extracción Simultáneas se ha utilizado
frecuentemente para el aislamiento de compuestos volátiles en
diversos alimentos <Horvat y Senter 1.984, Flath y Forrey,
1.977, Takeoka y col., 1.990, Núñez y col., l.984a, Blanchy
col., 1.991)
La influencia de la concentración y de la volatilidad
del soluto, así como de la selectividad del disolvente, en la
recuperación, condicionan la composición del extracto, que en
muchas ocasiones no coincide con la de la muestra original
(Heath y Reineccius, 1.986).
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o
e-.
Figura s. Dispositivo de Destilación y Extracción
Simultáneas en versión micro <GodefrOot y col.,
1.981)
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1.2. INTRODUCCION DB MUESTRA EN COLUMNAS CAPILARES
.
La Cromatografía de Gases con columnas capilares es la
técnica de separación de compuestos volátiles más eficiente
en este momento. El continuo desarrollo de detectores cada
vez más sensibles y selectivos ha permitido, además,
disminuir considerablemente el limite de detección de la
técnica hasta el punto de que, en algunos casos, es posible
obtener respuestas aceptables para niveles de picogramo de
los compuestos eluidos.
La principal limitación de las columnas capilares se
refiere a su capacidad de carga. Volúmenes de inyección
superiores a 1 pL pueden causar pérdidas de resolución
apreciables. En estas condiciones, aún con los detectores más
sensibles, el límite de detección teórico es del orden de
ppb, aunque, en la práctica, suele ser muy superior debido a
problemas de actividad residual del sistema cromatogizáfico.
Es cada vez mayor la importancia de la determinación de
compuestos a niveles de ppb y ppt. Así, la U.S. Environmental
Protection Agency <1.986) exige la determinación de muchos
solutos presentes en concentraciones del orden de ppt. Por
ello existe un gran interés por el desarrollo de ~étOdo5
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analíticos rápidos y fiables para la determinación de
compuestos en muy baja concentración.
Actualmente son las técnicas de “Purge and Trap” las que
ofrecen los limites de detección más bajos. Este
procedimiento proporciona una información que es fiel reflejo
de la composición de muestras en fase vapor. Sin embargo,
para muestras liquidas la selectividad del método suele
desvirtuar la información. Por tanto, el análisis de
compuestos en concentraciones traza en muestras liquidas
requiere la realización de una etapa previa de aislamiento y
concentración.
Las técnicas de introducción de muestras liquidas en
columnas capilares se pueden clasificar en dos grupos:
1) Introducción de la muestra sin eliminación selectiva
de disolvente.
2) Introducción con eliminación selectiva de disolvente.
A continuación se exponen los fundamentos de las
técnicas mencionadas, así como las ventajas e inconvenientes
que ofrecen.
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1.2.1. Técnicas de introducción sin eliminación selectiva de
disolvente
.
Los sistemas de inyección más utilizados para la
introducción completa de volúmenes de muestra de hasta 10 gL
en columnas capilares son: el inyector “Split—Splitless” y el
inyector ?tOn...ColumnTt
1.2.1.1. Inyector “Snlit-Snlitless
”
Inyección con división de flujo (“Split”>
Fue el primer método desarrollado para la inyección de
muestras en columnas capilares y el único utilizado durante
algunos años. La muestra es introducida mediante una jeringa
en una cámara de vaporización mantenida a alta temperatura y
se transfiere a la columna después de haber sido dividida en
dos fracciones, de acuerdo con la relación de división de
flujo previamente establecida. Una pequeña proporción se
introduce en la columna, arrastrada por el gas portador,
mientras que el resto es eliminado hacia el exterior (Figura
6)
Con la división de flujo se consigue no sobrepasar la
pequeña capacidad de carga de las columnas capilares. Además,
la banda en la que inicialmente se depositan los solutos en
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Figura 6. Esquema de un inyector con división de flujo
<split)
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portador
columna
40
1 PITIODUCCI01<
la columna es estrecha, por lo que su contribución a la
anchura final de banda es escasa y, en último término, no
repercute negativamente a la resolución final alcanzable. Sin
embargo, la inyección con división de flujo presenta
problemas de discriminación y de descomposición térmica <Grob
y Neukom, 1.979, Grob y Rennhard, 1.980, Schomburg, 1.981,
Grob, 1.986).
De cualquier forma, en el análisis de muestras con
solutos a nivel de trazas, el riesgo de sobrecarga de la
columna no existe y, por otro lado, la división de la muestra
incide negativamente en la sensibilidad del método, por lo
que la inyección “Split” tiene poca utilidad en este caso,
Inyección sin división de flujo (“Splitless”>.
La nuestra (0.3—3gL) es introducida mediante una jerínga
en la cámara de vaporización mantenida a alta temperatura, se
evapora y se transfiere casi en su totalidad a la columna. La
operación se lleva a cabo en un inyector “Split”, pero
manteniendo la válvula de división de flujo cerrada, aunque
en algunos casos se recomienda establecer lo que se denomina
“tiempo de purga” con objeto de evitar la introducción en la
columna de un volumen excesivo de disolvente. Evidentemente,
el limite de detección que se obtiene es sensiblemente menor
que cuando se inyecta con división de flujo.
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La inyección sin división de flujo va generalmente
asociada a procedimientos de enfoque (“cold trapping” y
“solvent effect”), para reducir la anchura de las bandas en
las que se depositan inicialmente los solutos. El efecto de
“atrapado en trío” o “cold trapping” tiene lugar cuando la
columna se mantiene a baja temperatura, produciéndose una
recondensaciór’ de los solutos en una zona relativamente corta
de la columna. Al aumentar la temperatura, se eluyen en forma
de bandas estrechas (Grob y Grob, l.969a y l.969b).
El efecto del disolvente, “solvent effect”, o Efecto
Grob (Grob y Grob, 1.974) ocurre cuando el disolvente
recondensa al principio de la columna y actúa como una fase
estacionaria temporal, reduciendo localmente la relación de
fases, B <~ = VG/VL, siendo VG y V~ los volúmenes ocupados por
la fase móvil y la fase estacionaria respectivamente) . Por
consiguiente, aumenta el factor de capacidad, k’,de las
moléculas de soluto situadas en la zdna frontal de la banda
cromatográfica correspondiente a los compuestos que se eluyen
inmediatamente después del disolvente (KD = 5k’, donde 1<D es
el coeficiente de reparto del soluto entre la tase móvil y la
fase estacionaria). La consiguiente desaceleración de esa
zona con respecto al movimiento experimentado por la zona
posterior de la citada banda produce, en último término, el
estrechamiento de la banda considerada <Grob, 1.983a y
l.983b, Grob y Schilling, 1.983, Pretorius y col. , 1.983> . La
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inyección sin división de flujo ofrece una importante ventaja
en relación a la que se realiza con división de flujo ya que,
en el primer caso, se elimina una evidente c..ausa de
discriminación (la falta de linealidad del split>, que en
principio se reconoció como la principal fuente de error en
determinaciones cuantitativas llevadas a cabo en columnas
capilares. Sin embargo, la introducción de la muestra en un
inyector mantenido a alta temperatura puede provocar la
evaporación selectiva de algunos compuestos desde la aguja de
la jeringa y, en último término, disminuir igualmente la
fiabilidad del análisis cuantitativo. Este aspecto, común a
las inyecciones realizadas con y sin división de flujo,
limita en algunos casos las aplicaciones de las técnicas
comentadas
1.2.1.2. inyección directa en la columna <“On-Column”
>
La inyección “On—Column” consiste en depositar la
muestra directamente en el interior de la columna. Al
aumentar la temperatura del horno, la muestra se evapora y
comienza el proceso cromatográfico.
Esta técnica fue iniciada por Schomburg y col. (1.977>
en dos versiones, micro y macro. En la primera, la muestra se
introduce en la columna por medio de una micropipeta. En la
versión macro, la muestra se coloca en un pequeño crisol y es
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transferida a la columna por capilaridad y por empuje del gas
portador. posteriormente se han descrito otras versiones,
algunas de las cuales exigen el empleo de una jbringa <Grob
y Grob, 1.978, GaliA y col., 1.979, Gallí y Trestianu, 1.981,
Schomburg y col., 1.981).
El sistema de inyección “On Column” tiene la ventaja de
eliminar los problemas de discriminación de la inyección
“Split” mencionados anteriormente en relación a la posible
falta de linealidad con que se puede efectuar la división de
flujo. Además, al realizarse la inyección a baja temperatura,
no se producen degradaciones térmicas (Schomburg, 1.985) . Sin
embargo, la técnica descrita presenta algunos inconvenientes.
Los compuestos poco volátiles pueden quedar depositados en la
columna, con el consiguiente deterioro de ésta. También, la
introducción de muestras liquidas mediante una jeringa puede
resultar difícil si se emplean columnas capilares de diámetro
interno interior a 0.25 mm. Por último, el procedimiento no
es fácilmente automatizable para análisis de rutina
<Schomburg, 1.981 y 1.985).
La introducción de muestras en columnas capilares sin
eliminación selectiva del disolvente, tiene dos
inconvenientes que limitan a unos pocos microlitros el máximo
volumen de muestra a inyectar <Hinshaw, 1.989) : Formación de
vapor de disolvente en exceso e inundación de la columna. El
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primer efecto se refiere a la presencia de un gran volumen de
vapor del disolvente en la cámara de vaporización del
inyector “Splitless” o en la cabeza de la columna, si se
utiliza inyección “On—Column”. En cualquier caso, la anchura
de la banda inicial resultante perjudica sensiblemente la
resolución finalmente alcanzable. Igualmente, el vapor puede
experimentar retrodifusi6n en sentido contrario al del. gas
portador arrastrando, en algunos casos, parte de los solutos
y originándose la pérdida de simetría <“tailing”> de los
picos eluidos, así como la aparición de picos “fantasma”.
Este último efecto puede ser corregido mediante la
introducción de la denominada “purga del septum” (flujo de
gas que barre la zona del “septum”> que, sin embargo, puede
afectar ocasionalmente a la precisión de los datos
cuantitativos.
La inundación de la cabeza de la columna se produce por
condensación de elevados volúmenes de disolvente en una
longitud apreciable de la misma. Las gotas formadas pueden
ser transportadas por el gas portador a distancias de incluso
varios metros en el interior de la columna, provocándose
ensanchamiento de los picos <ensanchamiento de banda en el
espacio) y la consiguiente pérdida de resolución. Por otro
lado, la película de fase estacionaria puede ser alterada>
causando una apreciable pérdida de la eficacia de la columna.
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Para solucionar el problema relatiVo a la inundación de
la columna se propuso colocar al principio de la misma un
tubo capilar desactivado y sin fabe estacionaria, y cuya
longitud depende del volumen de muestra inyectado, denominado
genéricamente “retention gap” (Grob, 1.982> . La condensación
y evaporación del disolvente tiene lugar en este tubo vacio.
El disolvente se separa de los solutos que, posteriormente,
migran rápidamente a través del tubo sin tase estacionaria
hasta llegar a la columna analítica en la que se enfocan
debido a la presencia de la fase líquida y a la programación
de temperatura posterior.
La colocación de un “retention gap” incrementa el
volumen máximo de muestra, que se puede introducir sin
distorsión de la separación, hasta unos 10 pL. Los limites
prácticos los imponen, por un lado la longitud necesaria de
tubo, que cuando es grande constituye una fracción
significativa de la longitud total de la columna, afectando
a la eficacia y, en segundo lugar, el tiempo necesario para
la evaporación del disolvente, que puede resultar
excesivamente largo.
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1.2.2. Técnicas de introducción con eliminación selectiva de
disolvente
.
La introducción de volúmenes de muestra superiores a 10
pL en columnas capilares debe abordarse mediante técnicas de
eliminación del disolvente de la muestra o componente
mayoritario de la misma que, en la bibliografía internacional
más reciente se han comenzado a denominar genéricamente
“Solvent Purge Injection”.
1.2.2.1. Eliminación de disolvente en inyección “Splitless
”
Grob y col. (l.992a, l.992b, l.992c, 1.992d, 1.992e y
l.992f) han introducido, muy recientemente, una modificación
de la inyección “Eplitíese” que permite incrementar el
volumen de muestra hasta 200 pL, eliminando el disolvente
antes de la entrada de la muestra en la columna. Consiste en
rellenar la cámara de vaporización del inyector con un
adsorbente (Tenax TA), e inyectar la muestra con la válvula
de división de flujo cerrada, sin flujo de gas portador y
con la cámara de vaporización mantenida a alta temperatura.
El disolvente se evapora y sus vapores salen al exterior a
través de la purga de septum debido a la expansión que se
produce en la evaporación. Dicha evaporación también implica
el enfriamiento de la zona en la que tiene lugar, aumentando
la retención de los solutos por el adsorbente. Una vez
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eliminado el disolvente, la zona enfriada se vuelve a
calentar, con lo que se desorben los solutos retenidos, que
son transferidos tinali,ente a la columna cromatográfica al
abrir el paso de gas portador.
1.2.2.2. Inyección en frío con programación de temperatura
.
Inyector PTV
Otro método de introducción de elevados volúmenes de
muestra, que se está desarrollando actualmente, supone la
eliminación del disolvente en frío, empleando para ello el
inyector PTV <Vaporizador con Temperatura Programada>.
Descripción del inyector PTV.
En 1.979 se desarrolló el primer prototipo y se llevaron
a cabo las primeras aplicaciones (Vogt y col., 14979a y
1.979b). La versión actual del PTV se basa en trabajos de
Schomburg (1.981) y de Poy y col. (1.981 y 1.982>.
En la Figura 7 se muestra el esquema del inyector PTV.
Consiste básicamente en una cámara de vaporización en cuyo
interior se coloca un “glass liner” (camisa de vidrio) de
pequeño diámetro interno, sellado externamente mediante un
cono de gratito. Este cono asegura la circulación del gas
portador hacia el interior del “glass liner”. El inyector
está dotado de purga de septum y divisor de flujo.
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PURGA
SPLIT
Figura 7. vaporizador con temperatura programada (Inyector
PTV)
<1: Cámara de vaporización; 2: Glass-lifler 3:
Cono de grafito; 4: Columna capilar; 5: Septum;
6: Fijación externa; 7: Fijación interna; 8:
válvula de aguja para división de flujo; 9: Lana
de vidrio)
<Poy y Cobelli, 1.985).
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El cuerpo del inyector es ligero y está construido en
una aleacion de baja inercia térmica. Esto le permite ser
calentado a elevada velocidad (l4QC/s> mediante una corriente
de aire comprimido que, después de atravesar una resistencia,
circula por el exterior del bloque. La temperatura del aire
está controlada por medio de un termorregulador electrónico.
Mediante un dispositivo de control, se puede programar la
temperatura del flujo de aire, entre varios grados bajo cero
y 400~C, así como la apertura o cierre de la válvula de
división de flujo. Se trata de un inyector de gran
versatilidad, ya que tiene la posibilidad de operar en las
siguientes modalidades (Poy y Cobelli, 1.985)
— En caliente con o sin división de flujo <“Split-
Splitless”)
— En frío con división de flujo (“Cold Split”>.
— En frío sin división de flujo <“Cold Splitless”)
- En frío con eliminación del disolvente (“Solvent
purge” o “Solvent Split”)
A continuación se detallan cada uno de estos modos de
inyección.
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Inyección en caliente con a sin división de flujo (“Split
Splitless”>
En este caso se programa la temperatura del inyector de
modo que esté caliente antes de introducir la muestra con o
sin división del flujo. Se trata de modalidades poco
empleadas puesto que realmente el modo de operar es idéntico
al utilizado en las técnicas clásicas de inyección ‘~split—
splitless” y, por consiguiente, también se pueden observar
los problemas relativos a las causas de discriminación
comentadas anteriormente.
Inyección en frío con división de flujo (‘Cold—Split”>.
La inyección se realiza con la válvula de división de
flujo abierta, con una relación de división predeterminada,
y a temperatura ambiente. Después de depositar la muestra en
la cámara de vaporización y extraer la aguja de la jeringa,
se calienta rápidamente el inyector hasta la temperatura
necesaria para que se vaporice la muestra, comenzando el
proceso cromatográfico.
Al introducir la muestra con el inyector frío, se
elimina el riesgo de evaporación selectiva de los compuestos
más volátiles. También se reduce la posibilidad de
descomposición de los solutos lábiles sobre la superficie de
la jeringa.
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La muestra se calienta con la suficiente rapidez como
para que no se produzca un ensanchamiento apreciable de las
bandas de elución, a lo cual también contribuye el pequeño
volumen de la cámara de vaporización. Sin embargo, el
calentamiento de la muestra no es instantáneo sino gradual y
uniforme. Por ello, no se producen sobrepresiofles importantes
y la relación de división de flujo permanece constante sin
dar lugar a errores cuantitativos. Otra ventaja del
calentamientO gradual es que todos los compuestos volátiles
de la muestra se evaporan totalmente, llegando en estado
gaseoso al punto de la división del flujo, y eliminándose
otro origen de discriminación que presentan los inyectores
clásicos.
En general, con la inyección en frío con división de
flujo en un PTV se han obtenido resultados más exactos y más
precisos que con la inyección clásica con división de flujo
(Poy, 1.982, Loyola y col., 1.987, ReglerO y col., 1.988,
Eder y col., 1.991>
inyección en frío sin división de flujo <“Cold-BpLitlOBs”).
Al igual que en la técnica anterior, la inyección se
realiza a temperatura ambiente y, una vez depositada la
muestra y extraída la aguja de la jeringa, el inyector se
calienta rápidamente, pero permaneciendo cerrada la válvula
de división de flujo.
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La mayor ventaja del calentamiento gradual en
“splitless” es que el disolvente queda muy diluido en el gas
portador y se introduce en la columna progresivamente con lo
que no se observa una retrodifusión apreciable de los vapores
de soluto (Grob, 1.986).
La técnica ofrece mayor precisión y exactitud que la
“Splitless” clásica (Reglero y col., 1.988, Eder y col.,
1.991) y resultados similares a los obtenidos mediante la
inyección “Qn-Column” (Poy y Cobelli, 1.985).
Inyección Cfl frío con eliminación del disolvente.
La muestra es introducida en frío manteniendo la válvula
de división de flujo abierta, en condiciones en las que el
disolvente se elimina a través de la salida de división de
flujo arrastrado por el gas portador, quedando los solutos
retenidos en el interior del “glass liner” del inyector.
p~~teriormente, se cierra la válvula de división de flujo, y
se lleva a cabo la programación de temperatura de la cámara
de vaporización, transfiriéndose los solutos a la columna y
comenzando el proceso cromatográfico.
El éxito de esta técnica depende de la posibilidad de
retener suficientemente los solutos durante la eíiminaci6n
del disolvente y de la obtención de una transferencia
cuantitativa de los mismos a la columna.
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Para la retención de los solutos en el “glass liner” Se
emplean métodos de refrigeración del inyector o de adsorción
sobre trampas sólidas colocadas en el interior del mismo. La
transferencia de los solutos a la columna se lleva a cabo por
desorción térmica utilizando la programación de temperatura
del PTV.
1.3. AISLAMIENTO Y CONCENTRACION INTERNAS EN EL CROMATOGRAPO
DE GASES
.
La inyección en el PV con eliminación de disolvente,
tal y como se ha descrito anteriormente, podría evitar todos
los problemas asociados a la introducción de elevados
volúmenes de disolvente en la columna, siendo entonces
posible aumentar sensiblemente el volumen de muestra
inyectado. Concretamente, la modalidad que supone la
utilización de trampas adsorbentes en el interior del “glase
liner” y desorción térmica posterior de los solutos
retenidos, podría constituir la base de las técnicas de
aislamiento y concentración internas en el propio
cromatógrafo de gases, que se pretenden desarrollar con
objeto de llevar a cabo el análisis directo de muestras
diluidas sin necesidad de extracción previa. Además, este
estudio podría ser el punto de partida para el desarrollo de
una nueva interfase para el acoplamiento LC-GC <CrOmatografía
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de Líquidos de Alta Eficacia con Cromatografía de Gases)
<Grob, l.991a y 1.9Mb>. Los supuestos mencionados
constituyen el planteamiento inicial del trabajo presentado
en esta Memoria.
A continuación, se exponen las lineas fundamentales de
las técnicas necesarias para abordar el aislamiento y
concentración internas en un cromatógrafo de gases, así como
el estado actual de las investigaciones realizadas al
respecto.
1.3.1. características generales del proceso de adsorción
.
Los métodos de aislamiento y concentración que implican
el uso de adsorbentes pueden ser divididos en cuatro grupos
<Li~ka y col., 1.989):
1) Adsorción de la fase gaseosa y desorción en fase
gaseosa.
2) Adsorción de la fase gaseosa y desorción en fase
líquida.
3) Adsorción de la fase líquida y desorción en fase
líquida.
4) Adsorción de la fase líquida y desorción en fase
gaseosa.
A este último grupo pertenece la técnica de aislamiento
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y concentración internas en el PTV. Genéricamente consiste en
hacer pasar la muestra líquida a través de una columna que
incluye un adsorbente en el que quedan retenidos los
compuestos orgánicos. Un flujo de gas inerte permite eliminar
el disolvente, que no es retenido. La desorción se lleva a
cabo por calentamiento en corriente de gas inerte que
arrastra los volátiles y los conduce a un sistema de entoque
o al cromatógrafo de gases.
La adsorción se basa en dos tipos de interacción. Cuando
la superficie del adsorbente es inerte, se producen tuerzas
de atracción de tipo físico, tales como fuerzas de Van der
Waals, atracciones entre dipolos o puentes de hidrógeno. En
este caso, la cantidad de energía liberada es relativamente
pequeña. Otras zonas del adsorbente pueden estar insaturadas
y, en consecuencia, mostrar cierta tendencia a participar en
procesos de trañsferencia de electrones. Si una sustancia se
pone en contacto con dicha zona puede formar enlaces y quedar
adsorbida químicamente. Este proceso es más exotérmico que la
adsorción física, pero necesita mayor energía de activación.
La efectividad de la adsorción depende en gran medida de
la capacidad de carga del adsorbente <proporcional a su
superficie específica) y de su selectividad. Ambos
parámetros, junto con la temperatura de operación y el flujo
del gas de arrastre, condicionan el volumen de ruptura
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(“breaktrough”) de cada soluto, cuyo valor puede ser
determinado experimentalmente mediante disoluciones modelo
<Lbvkvist y Jbnsson, 1.987, Namiesnik y col., 1.98l~
Przyjazny y col., 1.982, Witkiewicz y col., 1.991).
Además de la superficie específica y la selectividad,
las características del adsorbente en cuanto a su
comportamiento durante la desorción térmica es el tercer
aspecto a considerar. Evidentemente, la temperatura debe ser
lo suficientemente alta como para que se produzca la completa
desorción de todos los solutos en un tiempo razonable
<Werkhoff y Bretschneider, l.987b), y los materiales
adsorbentes deben ser estables a las temperaturas de
desorción para evitar la formación de excesivo ruido de fondo
(Rudolph y col., 1.990).
1.3.2. Materiales utilizados como adsorbentes
.
Aunque los requisitos que deben cumplir los adsorbentes
sólidos son estrictos, existe una gran variedad de materiales
que pueden ser utilizados con este fin. A continuación se
exponen las características más importantes que deben ser
consideradas para efectuar la elección correspondiente.
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1.3.2.1. carbón activo
.
El carbón activo fue el primer adsorbente utilizadc con
fines analíticos. Se prepara por oxidación del carbón
vegetal, por lo que tiene una composición variable y una
superficie heterogénea con numerosos puntos activos y
distintos grupos funcionales. Presenta un amplio intervalo de
diámetros de poro y su superficie específica es muy grande
(300—1000 m2¡g). Tiene una elevada capacidad de adsorción y
un alto poder de retención (Witkiewicz y col., 1.991). Su
estabilidad térmica es muy alta <700QC)
La eficacia de la adsorción es en general elevada, pero
muy variable dependiendo del tipo de compuesto y de las
condiciones experimentales.
Debido a su alto poder de retención, la desorción exige
alcanzar elevadas temperaturas, lo que, por otro lado, suele
producir la descomposición térmica de los compuestos
adsorbidos. También es frecuente que su uso favorezca la
adsorción irreversible de algunos analitos (Núñez y col.,
l.984b). Un problema adicional del carbón activo es que
presenta actividad catalítica para la oxidación y otras
reacciones químicas, por lo que los compuestos adsorbidos
pueden ser alterados. Además, el carbón activo tiene afinidad
por el agua.
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1.3.2.2. Polimeros porosos
.
Se preparan mediante una reacción de poltaerizaciófl en
presencia de un reactivo que solubilice el monómero y que
impida que el polímero alcance un elevado tamaño.
En comparación con el carbón activo, proporcionan
recuperaciones más altas y una actividad catalítica mucho
menor. Tienen una gran capacidad de carga, presentan afinidad
por compuestos orgánicos neutros y poca afinidad por el agua,
así como una fácil recuperación de la muestra por desorción
térmica, aunque su estabilidad es limitada <Poole y Schuette,
1.983). Se deben someter a una purificación y
acondicionamiento previos a su empleo.
serie Porapak.
A esta serie pertenecen algunos de los polímeros más
ampliamente utilizados en el análisis de compuestos
volátiles: Porapak Q (copolimero de etilvinilbenceflo y
divinilbencenoh porapak R (copolimero de vinilpirrolidifla y
divinilbericeno), Porapak 5 <copolimerO de vínilpiridiria y
divinilbenceno) , y otros, como N, P, T, QS ó PS.
El área específica varia entre 100—200 m2/g <Porapak 1’>
y 630—800 m2/g <Porapak Q), lo que permite obtener,
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especialmente para el Porapak Q, que es el más empleado de la
serie (Williams y col., 1.978), un elevado factor de
enriquecimiento <Krejci y col., 1.974).
Durante la desorción, la temperatura no debe exceder de
200~C, ya que se producen degradaciones oxidativas, lo cual
impide la recuperación efectiva de los analitos de media y
baja volatilidad. Por ello, estos polimeros se usan
principalmente para la separación de los solutos más
volátiles.
serie Chromosorb.
Los adsorbentes Chromosorb 101 al 108 y Chromosorb T son
un grupo de polimeros de composición muy diferenciada. La
superficie específica es variable: de pequeña superficie
<101, 103, 104, 108 y T) y de elevada superficie, entre 300
y 800 m2/g <102, 105, 106 y 107).
La temperatura máxima que pueden alcanzar se encuentra
entre 200 y
2SOQC, lo que limita la efectividad de la
desorción térmica para compuestos de mediana o baja
volatilidad. El Chromosorb 105 ha proporcionado los nejores
resultados para compuestos muy volátiles <Cole, 1.980) y ha
sido utilizado para el análisis de contaminantes en aguas y
en el aire (Murray, 1.977, Churácek y col., 1.991) y para
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compuestos volátiles en vino <Simpson, 1.979, Rapp y Knipser,
1.980)
Actualmente se comercializan materiales de selectividad
muy similar a los adsorbentes de las series Porapak y
Chromosorb 100 <series GasChrom y HayeSep) pero con mayor
estabilidad térmica (máxima temperatura de operación 275—
300W>
Tenax.
El Tenax, poli(oxido de 2,6—difenil-p—fenileno), se
comercializa como Tenax GC y Tenax TA. Se obtienen de
distinto modo, pero tienen la misma composición y las mismas
características, difiriendo sólo, en cuanto a su empleo, en
que la producción de artefactos, que dan lugar a ruido de
tondo en el cromatograma, es menor cuando se utiliza el Tenax
TA <Hutte y col., 1.984, MacLeod y Ames, 1.986).
El Tenax es el polímero orgánico adsorbente más
utilizado, especialmente cuando la desorción se realiza
térmicamente, debido a su alta estabilidad, ya que se puede
calentar hasta 400W sin que se produzca descomposición
<Sakodynskii y col., 1.974>. También se puede realizar la
desorción en fase líquida (Leoni y col., 1.975 y 1.976) o con
fluidos supercriticos (Hawthorne y Miller, 1.986>.
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El acondicionamiento del Tenax para su empleo es muy
simple ya que únicamente exige mantenerlo a elevada
temperatura con corriente de gas inerte <MacLeod y Ames,
1.986) . No obstante, algunos autores aconsejan realizar
previamente una extracción con disolventes con objeto de
eliminar posibles impurezas (Werkhoff y Bretschfleider,
l.987a, Bayer y col., 1.988, Flath y col., 1.990>.
El Tenax tiene una superficie específica muy pequeña,
entre 19 y 30 m2/g. Debido a ello, el volumen de ruptura de
los solutos más volátiles es pequeño, por lo que para su
aislamiento se deben optimizar cuidadosamente las condiciones
de adsorción (Maier y Fieber, 1.988>. La retención es mayor
cuando el analito presenta insaturaciones; además, depende
del momento dipolar de la molécula, disminuyendo la retención
al aumentar la polaridad. De este modo, los compuestos más
retenidos son los hidrocarburos aromáticos. Los alcoholes,
especialmente los de bajo peso molecular, son retenidos muy
débilmente, mientras que el agua apenas queda adsorbida.
Ambas propiedades facilitan el empleo de Tenax para el
análisis de muestras acuosas o hidroalcohólicas. Por otro
lado, al disminuir la temperatura, la diferencia de retención
entre el agua y los restantes compuestos es más acusada. Un
dato importante es el hecho de que la presencia de agua no
afecta a las características de retención <Sakodynskii y
col., 1.974, Novotny y col., 1.974, Maier y Fieber, 1.988>.
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El Tenax es un material ampliamente utilizado en
estudios de Contaminación Ambiental (Krost y col., 1.982,
Crist y Mitchell, 1.986, Hancock y col., 1.991), del humo del
tabaco <Holzer y col., 1.976, Zeldes y Horton, 1.978, Hu y
Weiner, 1.980, Michael y col., 1.980, Shiaris y col., 1.980,
Zlatkis y col., 1.981, Yokouchi y Sano, 1.991), y en
Tecnología de Alimentos <Noble y col., 1.980, Rapp y Knipser,
1.980, Núñez y Maarse, 1.986, Takeoka y col., 1.988, Bolzoni
y col. 1.990, Tabera y col., 1.991, ).
1.3.3. Estado actual de las técnicas de aislamiento y
concentración internas con PTV
En los primeros trabajos referentes al estudio de las
características de los distintos adsorbentes que pueden ser
utilizados para rellenar el “glass—liner” del PTV, Herraiz
y col. (1.987 y 1.989), compararon distintos materiales,
empleando para su evaluación una mezcla de n—alcanos
n-alcoholes C5—C13, ésteres etílicos 04-014 y ácidos
carboxilicos C3-C12, concluyendo que el Tenax GO posee
características adecuadas y permite obtener una buena
exactitud y precisión, incluso con solutos en baja
concentración. Loyola y col. (1.989) aplicaron los anteriores
resultados al análisis de extractos de destilados vínicos.
Con posterioridad al inicio del presente trabajo, Grob
<1.990> desarrolló la técnica denominada “¡‘TV vapor overflow”
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para introducir elevados volúmenes de muestra. El liquido se
introduce lentamente en una cámara de vaporización, rellena
con un adsorbente, a una temperatura superior al punto de
ebullición del disolvente, a presión atmosférica o a vacio,
y prácticamente sin flujo de gas portador. En estas
condiciones, el disolvente se evapora, se expande y por
sobrepresión sale de la cámara de vaporización. Staniewski y
Rijks <1.991, 1.992a, 1.992b y 1.993> comenzaron a estudiar
la influencia de diversas variables en la recuperación
durante la inyección de elevados volúmenes de nuestra para
obtener la concentración interna en el PV. Las variables
estudiadas son: el tipo de adsorbente, la presión y el flujo
de gas portador, la velocidad de inyección, el tiempo de
purga tras la finalización de la inyección y el tipo de
disolvente. También proponen un diseño especifico del “glass
liner” y señalan que mediante este sistema se pueden
introducir hasta 1000 pL de muestra, aunque solo obtienen
resultados aceptables para compuestos de media o baja
volatilidad.
Aunque se conoce la influencia individual de algunas de
las variables que afectan a la recuperación en el proceso de
concentración interna, se debe considerar la posibilidad de
interacción entre algunas de ellas por lo que la
experimentación conducente a la optimización del proceso debe
planificarse desde una perspectiva global. Para ello se
pueden utilizar Técnicas de Diseño Experimental.
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Hasta el momento no se han encontrado referencias de
trabajos sobre optimización de procesos de concentración
interna en un PTV.
1.4. OPTIMIZACION DE PROCESOS MEDIANTE ‘tECHICAS ESflDIBTICAS
DE DISENO EXPERIMENTAL
.
La optimización de un determinado proceso se puede
realizar estudiando independientemente la influencia de cada
una de las variables. Cuando hay pocas y son independientes
entre si, este procedimiento proporciona resultados
satisfactorios. Sin embargo, si el número de variables es
elevado, las experiencias a realizar para llevar a cabo la
optimización pueden resultar excesivas y, lo que es más
importante, si existe interacción entre las variables, es
decir, si la influencia de una de ellas depende de los
valores a los que se encuentran las demás, esta metodología
puede conducir a resultados erróneos. En estos casos es
preferible planificar la optimización mediante métodos
estadísticos de diseño de experiencias, cuyo objetivo es
obtener las condiciones óptimas de un proceso con la máxima
seguridad y un esfuerzo experimental racional. Algunas de las
ventajas atribuidas a los diseños de experiencias son las
siguiefltes
— pueden estudiarse distintas variables simultáneamente.
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— Pueden determinarse interacciones entre las variables.
- con frecuencia, en comparación con los enfoques
tradicionales, se reduce el número de experimentos
necesarios.
— Se observa cada efecto en distintas condiciones, dando
validez más general a las conclusiones,
— Se estima la fiabilidad de la información en base a la
variación de los datos experimentales.
Para optimizar las principales variables que influyen en
la técnica de aislamiento, concentración e inyección que se
describe en la presente Memoria, se han empleado dos métodos
estadísticos de optimización: de Superficie de Respuesta, y
de Optimización Autodirigida. A continuación se exponen los
fundamentos de cada uno de ellos.
1.4.1. Método de Sunerficie de Respuesta
.
El caso más sencillo corresponde al estudio de la
influencia de dos variables (factores) en un proceso del cual
se está midiendo algún aspecto cuantitativo al que se
denomina respuesta. Para cada combinación de los dos factores
se obtiene un valor de la respuesta. Si se representa en un
diagrama este valor en función de cada una de las
combinaciones estudiadas de las dos variables, se obtiene una
representación tridimensional de una superficie curva,
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denominada superficie de respuesta, en la que en dos ejes se
representa el valor de cada uno de los factores, y en el
tercero la respuesta obtenida en cada caso (Figura 8a)
Cuando determinados valores de la superficie de
respuesta se proyectan sobre el plano correspondiente a los
factores, y se unen mediante lineas los puntos de igual
respuesta (lineas de isorrespuesta) se obtiene una
representación análoga a la de un mapa topográfico <Figura
8b).
Si se estudia la influencia de k factores en una
determinada respuesta, se obtiene una representación de una
hipersuperficie de respuesta en un espacio de k+1
dimensiones. Para poder visualizar dicha superficie, habría
que fijar a distintos niveles los valores de k-2 factores y
proyectarla posteriormente sobre el plano formado por los dos
factores no fijados.
Como es obvio, no pueden realizarse medidas en cada
punto del dominio experimental. Por ello se recurre a modelos
matemáticos para describir el comportamiento del proceso
estudiado. Experimentando en pocos puntos adecuadamente
seleccionados, pueden estimarse, por regresión, los
coeficientes del modelo, que normalmente es de tipo
polinómico.
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Figura 8. Método de Superficie de Respuesta. (a>
Representación tridimensional de la superficie de
respuesta; (b) Proyección de esta superficie
sobre un plano (Box y col., 1.988>.
xl
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Si la superficie de respuesta presenta curvatura, el
polinomio debe ser como mínimo de segundo grado.
Habitualmente, no se emplean polinomios de grado superior
porque la mayoría de los procesos quedan suficientemente
bien descritos con los de segundo grado.
En el diseño de superficie de respuesta se pretende
estimar los valores de los coeficientes del modelo, partiendo
para ello del mínimo número posible de experiencias. El
empleado en la investigación objeto de esta Memoria, es el
diseño compuesto central y rotativo de fox y Hunter <1.957).
Este diseño es ortogonal, lo que supone que las estimaciones
de los coeficientes no están correlacionadas unas con otras.
La consecuencia inmediata de ello es que esas estimaciones
son más eficaces <de menor varianza> que cualquier otra
realizada en condiciones de no ortogonalidad.
El proceso se genera a partir de un diseño factorial a
dos niveles, con lo que se estiman todos los efectos
principales y las interacciones binarias, y al que
posteriormente se le añaden nuevos puntos <diseño compuesto)
Parte de estos puntos, denominados de la estrella, se sitúan
radialmente a una distancia o del centro del diseño para
determinar los efectos cuadráticos. Los otros puntos añadidos
corresponden a una experimentación realizada en el centro del
diseño <diseño central>, y permiten estimar el error
experimental y la falta de ajuste del modelo.
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El número de puntos en el centro y el valor de a son
elegidos de tal manera que el diseño sea rotativo, lo que
asegura que la varianza de las respuestas estimadas tiene
simetría esférica, dependiendo sólo de la distancia al centro
del diseño, no de la dirección, ya que no hay motivo para
privilegiar las estimaciones en determinadas direcciones.
En la Figura 9 se puede observar la disposición de los
puntos experimentales para diseños de tres factores. El valor
de a es en este caso 1.682. Las coordenadas matemáticas de
los puntos experimentales de este diseño se presentan en la
Tabla 1.
Para traducir las coordenadas matemáticas a coordenadas
físicas, hay que tener en cuenta que el intervalo entre —a y
a corresponde al intervalo experimental que se desea
estudiar. Por t’anto, para cada variable, el valor físico de
-a es el valor mínimo del intervalo de estudio de dicha
variable, y el de a el valor máximo. El valor físico de cero
será la media de ambos valores extremos, y el de +1 ó —1 se
calculan de modo inmediato a partir de los valores físicos y
matemáticos de a. Con los valores físicos así calculados se
lleva a cabo la experimentación, obteniendo un valor de la
respuesta para cada punto del diseño.
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T
-o
FigUra 9. puntos experimentales del diseño compuesto
central y rotativo para tres variables <Bayne y
Rubin, 1.986, Box y col., 1.988).
¿
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Tabla 1. Coordenadas matemáticas de los puntos
experimentales del diseño compuesto central y
rotativo con tres variables.
xl .x2 Ka
—l —1 —l
1 —1 —l
—l 1 —1
1 1 —1
—l —1 1
1 —l 1
1 1 1
—l • 682 0 0
1.682 0 0
o —1.682 0
0 1.682 0
o 0 —1.682
0 0 1.682
o o o
o o o
o o o
o o o
o o o
o o o
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Una vez calculados los valores de la respuesta, se
estiman por regresión los coeficientes del modelo, y
finalmente se establece la ecuación que describe el
comportamiento del sistema dentro del intervalo experimental.
De los valores obtenidos en el centro se calcula el
error experimental. A partir de este cálculo se puede decidir
si las diferencias entre las respuestas a distintos niveles
de las variables son fruto de su modificación, en cuyo caso
el modelo seria significativo, o si por el contrario, estas
diferencias son consecuencia exclusivamente del error
experimental.
En el caso de que el modelo sea significativo, se puede
estimar el valor que presentará la respuesta para cada
posible combinación de las variables y, por tanto, se pueden
deducir, dentto del campo experimental, las mejores
condiciones para llevar a cabo el proceso <Bayne y Rubin,
1.986, Box y col., 1.988).
El método de Superficie de Respuesta ha sido empleado en
optimizaciones de diversos procesos <Rubin y col., 1.971,
Burtis y col., 1.981, Lindberg y col., 1.981, Matthews y
col., 1.981, Tabera, 1.990), incluyendo aquellos en los que
se utiliza la cromatografía de Gases (Morgan y Jacques,
1.978)
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1.4.2. Método de potimización Autodiriaida
.
El método de Optimización Autodirigida, también
denominado método Simplex o de los Simplices sucesivos fue
propuesto por primera vez por spendley y col. (1.962)
Un procedimiento de optimización autodirigida consiste,
esencialmente, en medir los efectos que producen en el
comportamiento de un proceso, determinados cambios en las
variables de operación y deducir de los resultados las
direcciones en que deben realizarse sucesivos cambios para
obtener mejoras en dicho comportamiento. La respuesta debe
ser cualquier magnitud en función de la cual interese
estudiar el comportamiento del proceso y a la vez permita
obtener una representación del mismo.
Una representación de este tipo se muestra en la Figura
10, junto con el procedimiento seguido para una optimización
de dos variables por el método Simplex. Inicialmente, se
parte de tres puntos experimentales, A, B y O (Figura loa),
que definen las experiencias a realizar en el primer simplex.
En función de los resultados, se debe rechazar aquel que
proporcione la respuesta más desfavorable, en este caso el
vértice A. Por aplicación del método se obtiene el punto D,
que resulta de la reflexión de A con respecto al punto medio
de la arista HO (Figura lOb>. El segundo simplex queda
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constituido por las experiencias B, C y O, de las que
resultará rechazada la E por proporcionar la peor respuesta
de las tres. Se obtendrá un nuevo simplex ~onstituidopor las
experiencias O, D y E, y así se continua sucesivamente hasta
aproximarse al óptimo (Figura lOc).
Si el número de variables es tres, la figura que se
repite es un tetraedro regular representado en un espacio de
tres dimensiones, y en general, para k variables se obtendría
un hiperpoliedro regular con k+l vértices en un espacio de k
dimensiones, denominado simplex.
El procedimiento operativo para la optimización mediante
el método Simplex exige las siguientes consideraciones:
1) Elegir una respuesta a optimizar así como las
variables con las que se va a trabajar.
2) Construir el simplex inicial, de k dimensiones, que
viene definido por la matriz S~ [1].
o o o o
p q q q
q ~ q q
q q q p
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Figura lo. Representación gráfica del método Simplex de
Optimización Autodirigida. (Para más detalles
ver texto)
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donde:
p = (1/1.414 1<) f<k+l) + (k+1>112] [2]
q = <1/1.414 k) [(k+l>112 —1] [3]
Las filas de la matriz proporcionan las k coordenadas de
los k+l vértices del simplex mientras que las columnas
indican los distintos valores a ensayar para cada variable.
Cada vértice representa una experiencia y cada coordenada el
valor correspondiente de una de las variables consideradas.
Los valores de 0, p y q de las ecuaciones ~l a 3] son
las coordenadas matemáticas. Los valores físicos de las
variables investigadas pueden calcularse a partir de las
matemáticas aplicando [4].
= + ~ 5z [4]
donde X~ es el valor físico de la variable X, ~ es la
correspondiente coordenada matemática, X
0 el valor físico del
punto de partida, <o nivel de base de dicha variable) y S~ su
módulo de paso. El nivel de base de cada variable puede
elegirse arbitrariamente. La primera fila de la matriz del
simplex inicial representa el punto experimental de partida,
en que todas las variables aparecen en su nivel de base.
suelen escoqerse estos valores de modo que el. punto de
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partida corresponda a las mejores condiciones conocidas. El
módulo de paso representa la magnitud relativa del cambio que
sufre cada variable en caúa paso. Se debe intentar utilizar
valores de módulo de paso tales que la modificación del valor
de cada factor en las distintas experiencias produzca un
cambio comparable en la respuesta.
3) Generar los sucesivos simplices. Una vez realizadas
las experiencias del simplex inicial, S~, se identifica el
vértice VP de peor respuesta y se lleva a cabo una nueva
experiencia en un nuevo punto V~, simétrico de V~, respecto al
hiperpíano formado por los vértices restantes. Se obtiene así
un nuevo simplex, ~í formado por Vn y todos los vértices de
~o excepto V~. Las coordenadas del nuevo vértice, en notación
vectorial, se calculan a partir de la ecuación [5]:
Vn Vc + (V~ - V~) [5]
donde V0 es el centroide de los vértices retenidos (comunes
a ambos simplices) según [6]:
Vc= 34k (Vi +V2 + ... Vr: +V~1 + ... Vk) (6]
Para progresar en el proceso de optimización se aplica
el mismo procedimiento para avanzar de % a ~2’ de ~2 a
y así sucesivamente.
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Se han descrito varias limitaciones del método Simplex,
entre las que cabe destacar como fundamental que la elección
del módulo de paso de cada etapa, el valor de S~, al
principio de la optimización condiciona tanto la velocidad de
progreso a lo largo de todo el procedimiento como la
precisión en la localización del óptimo al final del mismo,
lo que le confiere cierta rigidez. Por ello, Nelder y Mead
<1.965) introdujeron el método Simplex Modificado, mediante
el cual se puede aumentar o disminuir el alcance de cada
movimiento dependiendo de los resultados que se vayan
obteniendo.
Las coordenadas del nuevo vértice se calculan en este
caso mediante la ecuación (7].
Vn Vc + a <Vc — VP) [7]
donde a es el denominado coeficiente de expansión o
contracción. Si a a se le da el valor 1, se realizará una
reflexión normal obteniéndose el vértice simétrico de
<punto A de la Figura 11), del mismo modo que en el método no
modificado. A lo largo del proceso de optimización los
valores de a se establecen mediante la aplicación de reglas
concretas <Nelder y Mead, 1.965, Deming y Morgan, 1.973,
Bayne y Rubin, 1.986, Tabera, 1.989), produciéndose
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expansiones o contracciones negativas en los movimientos,
según se ilustra en la Figura 11.
De acuerdo con las reglas del Simplex, se continúa
avanzando según el procedimiento previamente descrito hasta
que se produzca alguna o varias de las siguientes
circunstancias:
- El tamaño de cada paso es muy pequeño, o dicho de otro
modo, la modificación observada en las variables es muy
escasa, lo cual puede estar predeterminado cuantitativamente.
— El nivel de optimización alcanzado se considera
suficiente.
— El número de experiencias realizadas ha alcanzado un
limite previamente fijado
- Durante varios simplices seguidos no se consigue mejorar
la respuesta.
El método Simplex ha sido ampliamente utilizado para la
optimización empírica de diversos procesos <Chubb y col.,
1.980, Stieg y Nieman, 1.980, Siegel, 1.981, Berridge, 1.982,
Leggett, 1.983, Burgess y Hayumbu, 1.984), incluyendo
separaciones en oromatografia de Gases <Holderith y col.,
1.976, Yang y col., 1.978, Rubin y Bayne, 1.979, McMinn y
col., 1.984, Tabera y col., 1.991, Ho y Tang, 1.992).
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M
y B
Figura u. Método Simplex Modificado de Optimización
Autodirigida. (Para más detalles ver texto>.
s
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1.5. AI4ALISIS DEL AROMA DE BEBIDAS ALCOMOLICAS
.
El aroma de las bebidas alcohólicas está constituido por
una mezcla compleja de compuestos volátiles de naturaleza
variada, estando muchos de ellos presentes en muy baja
concentración. Los componentes mayoritarios de la matriz son
el agua y el etanol que, pese a ser muy volátiles, afectan
negativamente al proceso gas cromatográfico. Por ello, el
análisis de estas muestras se aborda mediante técnicas de
preseparación y preconcentración.
La presencia de etanol, que puede encontrarse en
concentraciones de hasta el 50% <y/y) en algunos destilados,
limita las posibilidades de elección de la técnica de
extracción a utilizar. En la mayoría de los casos se recurre
a la extracción liquido—liquido y posterior concentración por
evaporación del disolvente.
El análisis de componentes volátiles en vino y
destilados es de gran interés en Enología para la
caracterización de diversos productos y para la definición y
control de su calidad, así como para la detección de posibles
adulteraciones o de compuestos tóxicos.
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Por otro lado, la idea de aplicar nuevos desarrollos
analíticos al estudio del aroma de alimentos y bebidas se
repite frecuentemente en la bibliografía desde hace unos
años, ya que las características de este tipo de muestras las
hacen especialmente indicadas para comprobar la validez de
nuevos métodos relativos al análisis de compuestos volátiles
en mezclas complejas.
Por estas razones se decidió llevar a cabo la aplicación
del método de introducción directa de elevados volúmenes de
muestra, desarrollado en esta Memoria, al análisis de bebidas
alcohólicas de distinta graduación: vino y destilados
vínicos. Entre estos se elegió el pisco chileno, destilado
procedente de uva Moscatel, por su aroma de especial riqueza.
1.5.1. ComDonentes del Aroma del Vino
.
Hasta el momento se han identificado más de 500
compuestos volátiles en vinos de distintas procedencias y
obtenidos a partir de diversas variedades de uva (Schreier y
col., 1.976 y 1.979, Herraiz, 1.980, WilliaXflS, 1.982,
Etievant y Bayonove, 1.983, Marais, 1.983, Nyk~nen y
Suomalainen, 1.983, MacDonald y col, 1.984, Di Stefano,
1.985, ReglerO, 1.985, Gonzalez, 1.986, Montedoro y
Bertuccioli, 1 • 986, Nykánen, 1.986, Herraiz, 1.989, HaarSG y
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Visscher, 1.989>. Los recientes desarrollos de tecnología
analítica han contribuido decisivamente a incrementar el
número de compuestos conocidos <Maarse y Belz, 1.985)
Herraiz y col. (1.991) describen un total de 132 componentes
volátiles en vinos españoles, incluyendo, entre otros
compuestos, 24 alcoholes, 38 ésteres, 10 compuestos
carbonilicos, 14 terpenos y 21 ácidos carboxilicos. Las
concentraciones oscilan entre 0.1 y 200 mg/L.
1.5.2. comnonentes del Aroma del Pisco
.
La composición volátil del pisco varia
considerablemente, dependiendo de la procedencia de la
muestra analizada <Ureta y col., 1.986, Loyola y col.,
1.989) . Un estudio detallado de la composición de este
producto ha sido llevado a cabo por Herraiz y col. <1.990).
Destaca el contenido en compuestos terpénicos, presentes en
concentraciones entre 0.05 y 10 mg/L. Además, se han
detectado ésteres, alcoholes, ácidos carboxilicos, aldehídos,
cetonas y otros compuestos comunes al resto de las bebidas
alcohólicas.
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MATERIALES Y NEWODOS
Los métodos experimentales estudiados incluyen la
concentración externa (mediante calentamiento) e interna (en
el inyector ¡‘TV) de la muestra, la extracción y concentración
internas en el citado inyector y el análisis directo de
muestras reales por inyección de volúmenes elevados en el
cromatógrafo de gases. La experimentación realizada incluye
igualmente la evaluación y optimización de las principales
variables que afectan al proceso de extracción y
concentración internas. Además, con objeto de comparar los
resultados obtenidos a partir del método propuesto en esta
Memoria con los proporcionados por otros procedimientos
habitualmente empleados, se consideraron dos técnicas
clásicas, la Extracción Liquido—Liquido y la Destilación y
Extracción Simultáneas.
El procedimiento experimental aplicado, que se resume en
el Esquema 1, se detalla posteriormente considerando por
separado los distintos procesos estudiados (apartados A, 3,
C y D)
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MATERIALES Y MflODO5
2.1. HUESThAS
Dependiendo del estudio a realizar en cada caso1 se
emplearon distintas disoluciones modelo y muestras reales
cuya composición y características se resumen a continuación.
2.1.1. Disoluciones modelo
.
Todos los compuestos volátiles incluidos en las
distintas disoluciones modelo consideradas se encuentran
habitualmente en alimentos y bebidas alcohólicas. El
disolvente, así como los intervalos de concentración de los
solutos, fueron escogidos de modo que la mezcla sintética
presentase una composición volátil representativa de la de
bebidas alcohólicas de distinta graduación.
(A) Evaluación del proceso de concentraci6n interna con PTV.
Disolución 1
La disolución empleada contenía una mezcla de compuestos
frecuentemente detectados en extractos liquido-liquido con
Freon 11 de bebidas alcohólicas. Los compuestos incluidos en
la disolución son los siguientes: Pentanoato de etilo, trans—
2—hexenal, acetato de hexilo, cis-3—hexen—1-Ol, octanoato de
metilo, trans—2--hexen—l—Ol, lactato de isoamilo, a—terpineol,
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succinato de dietilo, ácido pentanoico, acetato de
2—feniletilo (p~i.>, ácido hexanoico, 2—feniletanol, ácido
nonanoico y ácido decanoico. Con el propósito de cubrir las
concentraciones más frecuentes descritas para este tipo de
muestras, se utilizaron tres disoluciones distintas en Las
que cada compuesto se encontraba en cada caso en
concentraciones de 0.5, 2 y 5 mg/L <Disoluciones la, lb y
lc>. La preparación de estas disoluciones se llevó a cabo a
partir de una mezcla de los compuestos puros almacenada a
—20W. En el momento de iniciar la experimentación con cada
disolución, se disolvieron en etanol/agua al 10% (v:v) las
cantidades adecuadas de dicha mezcla para obtener cada una de
las disoluciones con distinta concentración.
(B> Estudio de variables que afectan a la extracción y
concentración internas con PVV.
Disolución 2
La disolución modelo utilizada contenía una mezcla de
compuestos representativa del intervalo de polaridad y
volatilidad de los componentes del aroma de bebidas
alcohólicas. Los solutos y sus concentraciones son los
siguientes Pentanoato de etilo <0.1 mg/L), trans—2—hexenal
(0.1 mg/L), acetato de hexilo <0.1 mg/L), trans-2—hexenlOl
(0.1 mg/L), succinato de dietilo <0A mg/Lb a—terpineol
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(1.2 mg/L>, acetato de 2—feniletilo (pÁ.) <0.3 mg/L> y
2—feniletanol <0.3 mg/L>. Para preparar esta disolución se
partió de una mezcla de los compuestob puros en la proporción
adecuada para obtener las concentraciones indicadas y se
disolvió en etanol/agua al 12% en volumen <grado alcohólico
típico del vino) Con objeto de evitar la evaporación de los
compuestos más volátiles, la mezcla se mantuvo a —20W, y se
realizó la dilución correspondiente con anterioridad al
comienzo de cada análisis.
(O) Optimización de las principales variables que afectan a
la extracción y concentración internas con PTV.
Disolución 3
La disolución empleada contenía una mezcla de ésteres y
alcoholes disueltos en etanol/agua al 50% (v:v) con una
concentración de 0.1 mg/L. La utilización de una alta
proporción de etanol en la muestra tenía como objetivo hacer
extensivo el método de introducción directa a bebidas de
mayor graduación alcohólica que el vino. Los compuestos
incluidos son los siguientes: pentanoato de etilo, 1—butanol,
hexanoato de etilo, 1—pentanol, heptanoato de etilo,
1—hexanol, 1—heptanol y 1—octanol. Los citados solutos,
integrantes de dos series homólogas, se eligieron en base a
su facilidad de localización en cromatograiflas que, debido a
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las características del diseño experimental a realizar, se
obtuvieron en condiciones cromatográficas muy diferentes ¡ Por
otro lado, se mantenía cubiertu un amplio intervalo de
polaridad y volatilidad. De modo análogo a la anterior, para
obtener esta disolución se preparó previamente una mezcla de
los compuestos con la misma cantidad de cada uno de ellos y
se disolvió el volumen adecuado en etanol/agua (50% v:v).
También en este caso, con objeto de evitar la evaporación de
los compuestos más volátiles, la mezcla inicialmente
preparada se mantuvo a -20~C, y se preparó una disolución
nueva para cada experiencia.
2.1.2. Muestras reales
.
(D) Análisis de componentes minoritarios del aroma de bebidas
alcohólicas de distinta graduación por inyección directa.
El análisis del aroma de bebidas alcohólicas se realizó
a partir de muestras comerciales de pisco y de vino.
La muestra de pisco, que como ya se ha señalado es una
bebida alcohólica originaria de Chile obtenida por
destilación de vino elaborado con uva moscatel, tenía un
grado alcohólico de 459, mientras que la muestra de vino
<D.O. Ribera del Duero>, elaborado con uva de variedad
Verdejo, tenía un grado alcohólico de 12~. Como se ha
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comentado anteriormente, ambas muestras se seleccionaron
considerando su riqueza aromática.
2.2. TECNICAS DE AISLAMIENTO Y CONCENTRACION EXTERNAS
.
2.2.1. Extracción Liczuido-Líauido
La Extracción Liquido-Liquido se llevó a cabo en un
extractor clásico, representado en la Figura 3a <pg~ 28),
comercializado por la firma “Pobel~. Se extrajeron 250 mL de
muestra con 150 mL de Freon 11 bidestilado, durante 24 horas.
Para calentar el matraz que contiene el disolvente se utilizó
un baño de agua a 32~C. El liquido refrigerante, agua con
etilenglicol, se enfrió a l~C mediante un criostato Hetofrig.
Se realizaron extracciones liquido—liquido a partir de
la Disolución 1 y de muestras reales. En todos los casos en
los que se llevó a cabo la concentración externa del extracto
obtenido se procedió al calentamiento de la muestra,
empleando un baño de agua mantenida a 32W, después de
haberla depositado en un matraz conectado a una columna
Vigreux de 50 cm1 El extracto de la Disolución la (pg. 90) se
concentró en una proporción 1:250, y los de las Disoluciones
lb y lc en proporción 1:50.
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En el caso de muestras reales, una vez terminada la
extracción, se añadieron a cada uno de los extractos
obtenidos 0.2 »L de octanoato de metilo (patrón interno)
Antes de la inyección en el cromatógrafo de gases, se
concentró el extracto hasta un volumen final de unos 5 mL.
2.2.2. Destilación y Extracción simultáneas
.
La Destilación y Extracción Simultáneas se aplicó a
muestras reales empleando la microversión del extractor
descrita por Godefroot y col. (1.981 y 1.982), representado
en la Figura 5 (pg. 36) y comercializado por la firma
“Chrompack”. El disolvente empleado fue diclorometano
bidestilado.
Durante la experimentación se observó que al realizar la
extracción con muestras de elevado grado alcohólico no se
producía la necesaria separación de las fases de
diclorometano y la mezcla hidroalcohólica. Para solucionar
este problema se realizaron diversos ensayos y se estableció
finalmente que una dilución de las muestras de vino y pisco
hasta un grado alcohólico igual a 3 (lo que supuso una
dilución 1:4 para el vino, y 1:15 para el pisco), permitían
realizar la extracción.
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El volumen de muestra diluida empleado para la
extracción fue 250 mL, y el de diclorometano 2 mL. La muestra
se calentó en un baño de silicona, el cual se mantuvo en
agitación y a una temperatura de l2O~C mediante una placa
calefactora con agitador magnético. Para calentar el
disolvente se empleó un baño de agua a 5020. Por el dedo frío
del extractor se hizo circular una mezcla de agua y
etilenglicol a una temperatura de -5~C, mediante un criostato
Frigomix. El proceso de extracción se mantuvo durante un
tiempo de 90 minutos. También en este caso se emple6
octanoato de metilo <0.2 gL) como patrón interno.
2.3. CROMATOGRAPIA DE GASES
.
2.3.1. EcuiDo
Se utilizó un cromatógrafo de gases Perkin—Elmer modelo
8310, con inyector PTV Perkin—Elmer y con detector de
ionización de llama.
El tratamiento de datos se llevó a cabo mediante dos
sistemas. El primero de ellos, empleado para la <A)
evaluación de la concentración interna con PWV y para el <B)
estudio de variables que afectan a la extracción y
concentración internas con PTV, fue el procesador de datos
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Perkin Elmer incorporado al cromatógraf o de gases. El segundo
sistema, utilizado en la (C> optimización de las principales
variables que afectan a la extracción y concentración
internas con P¶’V y en el CD) Análisis de componentes
minoritarios del aroma de bebidas alcohólicas de distinta
graduación por inyección directa, fue el programa informático
de tratamiento de datos Perkin—Elmer 2600 rey. 5.0. En este
caso, los datos que suministra el cromatógrafo de gases se
transfieren mediante una interfase a un ordenador personal en
el que se procesan mediante el citado programa. Los
cromatogramas quedan grabados en “diskettes” y se pueden
reprocesar posteriormente.
Se emplearon dos columnas cromatográficas:
— Columna 1: Para la (A> evaluación del proceso de
concentración interna con Pfl, se utilizó una columna capilar
SGE de sílice fundida de 50 m de longitud y 0.25 mm de
diámetro interno, con un espesor de película de fase de 0.25
gm de Carbowax 20M.
— Columna 2: Para el resto de la experimentación se empleó
una columna capilar SGE de sílice fundida de 50 m de longitud
y 0.22 mm de diámetro interno, con un espesor de 0.25 gm de
fase entrecruzada BP—21.
El inyector PTV Perkin—Elmer utilizado fue el diseñado
originalmente por Poy y col. (1.981 y 1.982), cuyo esquema
está representado en la Figura 7 (pg. 49>~
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Se empleó un “glass liner” de cuarzo con una longitud de
90 mm, un diámetro interno de 1 mm, y un diámetro externo de
2 mm. La naturaleza y características del relleno utilizado
en el “glass—liner” variaron en función del estudio realizado
<A, B, O ó D), según se detalla a continuación.
(A) Evaluación del proceso de concentración interna con PTV
y (D> Análisis de extractos liquido—liquido de bebidas
alcohólicas mediante concentración interna.
La concentración interna de los extractos liquido-liquido
se realizó utilizando el “glass—liner” relleno con Tenax GO
80/100 mesh <2 cm). con objeto de evitar el desplazamiento
del adsorbente, se situó 1 cm de lana de vidrio en ambos
extremos. El disolvente se elimina recurriendo a la división
de flujo, y la propia columna capilar, que se introduce 1 cm
en el “glass liner’t, impide el avance del Tenax y la tana de
vidrio, compensando de este modo el desplazamiento que en
otras circunstancias podría ser causado por el gas portador.
(2) Estudio de variables que afectan a la extracción y
concentración internas con flV.
En este caso, el “glass liner” se rellenó con 2 cm de
Tenax TA 80/100 mesh sujeto por 1 cm de lana de vidrio en
cada extremo del adsorbente.
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(O> Optimización de las principales variables que afectan a
la extracción y concentración internas con P~’V.
Se empleó como material adsorbente una mezcla de Tenax
TA 80/100 mesh y de GasChrom 220 80/100 mesh en la proporción
y longitud indicados por el diseño experimental, según se
detalla posteriormente. También en este caso se empleó 1 cm
de lana de vidrio en cada extremo del adsorbente.
CD> Análisis de componentes minoritarios del aroma de bebidas
alcohólicas de distinta graduación por inyección directa.
El análisis por inyección directa del aroma de bebidas
hidroalcohólicas se llevó a cabo rellenando el ‘tglass liner”
tal y como se ha descrito en el apartado anterior, si bien la
proporción y longitud de adsorbente utilizadas correspondían
en este caso a los valores previamente optimizados: un 55.5%
de Gaschrom 220, un 44,5% de Tenax TA, y 4.5 cm de longitud
de mezcla de adsorbentes.
Cuando la extracción y la concentración se realizan
internamente en el PTV (es decir, en los casos B, O y en los
análisis de muestras reales por inyección directa> , la
columna se desconecta del inyector durante la eliminación del
disolvente para permitir la salida de este en forma gaseosa.
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Con objeto de impedir el avance del adsorbente y de la lana
de vidrio empujados por el gas portador, se practicó un
estrechamiento en el extremo del “glass liner”, y se
introdujo entre la lana de vidrio y dicho estrechamiento un
tubo de vidrio de 1 cm de longitud y 1 mm de diámetro externo
para retener al adsorbente y a la lana de vidrio.
2.3.2. condiciones de introducci6fl de la muestra
.
2.3.2.1. Inyecciones en frío con o sin división de fluMo
El procedimiento clásico de análisis, incluyendo
extracción, concentración e inyección del extracto
concentrado se aplicó tanto a disoluciones modelo como a
muestras reales. En la evaluación del proceso de
concentración interna con PTV, la introducción de la muestra
se llevó a cabo en frío con división de flujo. El “glass
liner” se rellenó con 2 cm de lana de vidrio silanizada. La
relación de división de flujo fue 1:50, y la temperatura
40~C. La jeringa se descargó en el “glass liner” a 1 cm
aproximadamente de la lana de vidrio, posteriormente, el
inyector se calentó balisticamente (valor medio del gradiente
de temperatura 13: l4QC/s) hasta 375Q0, manteniendo esta
temperatura durante 5 minutos. El volumen de inyección de
cada extracto concentrado correspondiente a las tres
concentraciones anteriormente mencionadas <Disoluciones la,
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lb y lc, pg. 90) fue el necesario para introducir en la
columna 20 ng de cada compuesto, resultando por tanto 5 gL,
6 gL y 2.5 gL de las muestras de 0.5, 2 y 5 nig/L
respectivamente. Obviamente, el cálculo realizado incluye la
consideración del factor de concentración, citado en la
página 93, que se aplica a cada una de las disoluciones
empleadas.
Con objeto de calcular los factores de recuperación de
los distintos procedimientos, se inyectaron en las mismas
condiciones disoluciones de referencia preparadas con la
concentración que tendrían los compuestos considerados si no
se hubiesen producido pérdidas durante el proceso de
concentración evaluado.
Para calcular la exactitud en el estudio de variables
que afectan a la extracción y concentración internas con PTV,
se inyectó en frío sin división de flujo 1 pL de la
disolución de patrones en diclorometano.
Para el análisis del aroma de bebidas alcohólicas se
inyectaron en frío, sin división de flujo, 2 pL del extracto
liquido-líquido concentrado y del extracto SDE sin concentrar
y concentrado con corriente de gas inerte.
En todas estas inyecciones se empleó una jeringa SGE de
10 pL modelo R-GP.
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2.3.2.2. Concentración interna de los extractos liquido
—
líquido
.
(A) Evaluación del proceso de concentración interna con PTV
y CD> Análisis de componentes minoritarios del aroma de
bebidas alcohólicas de distinta graduación.
Cuando la concentración del extracto liquido—líquido se
realizó en el PTV, la inyección se llevó a cabo manteniendo
el inyector a 30Q0 y con eliminación selectiva de disolvente,
siendo 1:50 la relación de división de flujo. Con objeto de
eliminar la mayor cantidad posible de disolvente, se
estableció un tiempo de purga de 30 segundos. Pasado este
tiempo se cerró la válvula de división de flujo y se calentó
balísticamente el PTV <13: 14QC¡s) hasta 375QC, manteniéndolo
a esta temperatura durante 5 minutos, con objeto de
transferir a l&columna los volátiles adsorbidos en el Tenax.
Se inyectó un volumen de extracto que contenía
aproximadamente 20 ng de cada compuesto, esto es, 25 pL, 6 pL
y 2.5 pL respectivamente para los extractos correspondientes
a las Disoluciones la, lb,y lc <pg 90> . Los análisis de
extractos de muestras reales fueron realizados inyectando 25
pL de muestra en cada caso. La introducción de la muestra se
llevó a cabo descargando la jeringa lentamente para evitar
una sobrecarga en la cámara de vaporización. La elección del
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material adsorbente, el flujo de gas que circula a través del
mismo, la temperatura del adsorbente durante la eliminación
del disolvente y la desorción, y el tiempo de eliminación del
disolvente, se basó en experiencias anteriormente llevadas a
cabo en nuestro laboratorio <Herraiz y col., 1.987).
Las inyecciones se realizaron con jeringas Hamilton 810
de 10 y de 25 pL (longitud de aguja: 5 cm>.
Con objeto de poder calcular la recuperación del método,
se preparó una disolución de referencia con la concentración
que tendrían los solutos considerados en el caso de que el
proceso de extracción se hubiese desarrollado sin pérdidas4
La citada disolución de referencia fue inyectada en frío con
eliminación de disolvente.
2.3.2.3. Estudio de variables que afectan a la extracción y
concentración internas con PTV
.
Para evitar el grave problema que supone la inundación
de la columna con el disolvente al introducir grandes
volúmenes de muestra, se propone un método de operación
original, que se detalla seguidamente. La muestra se
introduce en el inyector con una jeringa Hamilton de 100 gL
modelo 810. En el momento de iniciar la introducción de la
muestra, la columna se mantiene desconectada del inyector y
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Dispositivo para la introducción de muestra a velocidad controlada 
MATERIALES Y METODOS
estudio planteado, ya que la introducción manual de elevados
volúmenes de muestra no ofrece la suficiente precisión,
además de ser experimuntalmente tediosa.
El dispositivo diseñado consiste en un motor eléctrico
de velocidad de giro baja y variable, acoplado mediante un
eje roscado a una tuerca tija en una bancada. El giro dei.
motor produce un movimiento de avance del conjunto motor-eje
respecto a la tuerca fija, movimiento que se comunica al
émbolo de la jeringa, en contacto con el extremo de dicho
eje. La jeringa descansa en una pletina horizontal de perfil
en forma de “V”. Manualmente se introduce la aguja en el
inyector a través del septum y se pone en contacto el émbolo
con el eje roscado del dispositivo de inyección; a partir de
ese momento se conecta el motor y se inicia la inyección
mecánicamente, a velocidad controlada. El movimiento de
retroceso, necesario para iniciar una nueva inyección, se
realiza manualmente. El paso de rosca del eje es pequeño, lo
que permite realizar desplazamientos longitudinales del
émbolo muy lentos. El regulador de velocidad del motor tiene
una escala graduada de O a 10.
Calibración del motor.
Aunque la velocidad de inyección (y1, pL¡s) depende del
volumen de la jeringa a utilizar, la velocidad de avance del
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eje (y, mm/mm) que empuja al émbolo solamente es función de
la velocidad de giro del motor. Para calibrar el regulador
del mismo se estimó que podrían realizarse buenas medidas de
la velocidad de avance del eje cronometrando el tiempo de
paso del extremo de dicho eje entre dos marcas realizadas en
la pletina en “y” del soporte de la jeringa, distantes entre
si unos 60 mm.
a) Repetibilidad de las medidas.
Para comprobar si el procedimiento de medida de la
velocidad de avance era adecuado se procedió a realizar
varias medidas a una posición fija del regulador, sin moverlo
de una determinación a otra. La repetibilidad de las medidas
así obtenidas seria una indicación de la precisión del
procedimiento utilizado. La distancia entre marcas, tras
varias medidas realizadas con un calibre, resultó ser 59.90
mm. Todas las determinaciones se hicieron con el regulador en
la posición 10. Los resultados obtenidos se indican en la
Tabla 3. Evidentemente, el bajo coeficiente de variación de
las medidas indica que el método propuesto tiene suficiente
precisión ¡
b> calibrado del regulador de velocidad del motor.
Se realizaron tres medidas de la velocidad de avance del
eje para cada una de los siguientes valores de la escala de
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Tabla 3. calibración del dispositivo para la introducción de
muestras a velocidad controlada. Estimación de la
repetibilidad de las medidas realizadas.
Tiemno de naso
5’ 57’’ 15
5’ 56’’ 63
5’ 57’’ 32
5’ 55’’ 73
5’ 57’’ 11.
5’ 57’’ 15
5’ 57’’ 61
5’ 56’’ 76
n= 8
med — 356.72 5
s2 = (S<x±—med)2 )/n = 0.5179
S = 0.7196 s
C.V. = 0.2%
Medida
1
2
3
4
5
6
7
8
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regulación: 0, 2, 4, 6, 8 y 10. En cada una de las medidas se
volvió a situar el mando del regulador en la posición deseada
(aunque la medida anterior se hubiera hecho con la misma
regulación) en un intento de reproducir todas las posibles
causas de error en el uso real del dispositivo. Las medidas
se llevaron a cabo en orden aleatorio. En la Tabla 4 se
indican, en el orden de realización, las posiciones del mando
de regulación, los tiempos de paso del extremo del eje entre
marcas y la velocidad de avance calculada.
Teniendo en cuenta que la variable que posteriormente se
iba a fijar en cada experiencia a través de la velocidad de
avance y, era la velocidad de inyección, y que para ello
habría que establecer el correspondiente valor del mando de
regulación (r), es evidente que interesaba realizar la
regresión r = f(v) . Al representar r frente a y se observó
que la relación no era lineal <Figura 12), sin que se
consiguiera mejorar con las transformaciones de datos más
habituales. Se recurrió entonces a realizar una regresión
múltiple expresando r en función de las sucesivas potencias
de y obteniéndose el siguiente modelo polinómico (entre
paréntesis, debajo de cada coeficiente, se indica su error
estándar):
r = —1.684 + 2.808 y — 0.236 y2 + 0.007 y3 E~]
(0.090) (0.088) (0.021) <0.001)
R2—0.9995 R2 ajustado por g.l.= 0.9994
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Tabla 4. Calibración del dispositivo para la introducción de
muestras a velocidad controlada. Tiempo de paso del
extremo del eje entre marcas y velocidad de avance
en distintas posiciones de regulación del mando.
Posición t <mm) y <mm/mm)
4
10
lo
4
6
6
8
o
10
o
2
2
8
2
6
o
4
8
23.95
5.95
5.95
22.80
15.97
16.07
10.40
101. 18
5.93
92.98
39.05
39.78
10.23
39.60
16.57
94.72
24 • 33
10.58
2.50
10.07
10.07
2.63
3.75
3.73
5.76
0.59
10.10
0.64
1.53
1.51
5186
1.51
3.61*
0.63
2.46
5.66
*: Valor no considerado en el calibrado por sufrir
excesiva desviación del conjunto (véase regresión,
pg. 114)
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Figura 12. Representación de la regulación del mando del
dispositivo utilizado para la introducción de
muestras a velocidad controlada frente a la
velocidad de avance del émbolo.
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Los altos valores de los coeficientes de determinación
(R2) así como el gráfico de valores observados frente a
valores predichos <Figura 13) indican que el modelo es
altamente explicativo y se ajusta muy bien a los datos
experimentales. El análisis de los residuos no evidencia
faltas de normalidad, independencia ni homocedasticidad, una
vez eliminado el valor atipico r=6, v=3.61 <Tabla 4).
Para poder fijar en cada experiencia la velocidad de
inyección (vi, expresado en pL/s) era necesario, todavía,
establecer su equivalencia con la velocidad de avance del
émbolo (y, expresada en mm/mm) que es la magnitud utilizada
en la ecuación de regresión. Esto depende, como ya se ha
dicho, de la jeringa a utilizar. En nuestro caso concreto,
para una jeringa de 500 pL, cuyo recorrido de émbolo entre O
y 500 se estableció, tras 8 medidas independientes con un
calibre, en 63 ¿12 mm, el recorrido de émbolo correspondiente
a 1 pL (suponiendo homogeneidad de sección en el cuerpo de
jeringa) es de 0.1266 mm, de donde resultó la siguiente
equivalencia:
y (mm/mm) = VI <pL/s) 60 (s/min) 0.1266 (ruin/pL) [10]
y = y
1 . 7.60 mm/ruin
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Figura 13. Representación de los valores observados de la
velocidad de avance del émbolo del dispositivo
utilizado para la introducción de muestras a
velocidad controlada, en función de la
regulación en el mando frente a los valores
predichos por la ecuación polinómica calculada
por regresión.
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—I
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2.3.2.6. Análisis de comnonentes minoritarios del aroma de
bebidas alcohólicas de distinta graduación nor inyección
directa
.
La introducción de la muestra se llevó a cabo siguiendo
la misma metodología que en la optimización de las
principales variables que afectan a la extracción y
concentración internas, tomando valores de las variables en
base a los resultados de dicha optimización.
Dado el elevado número de picos que configura el
cromatograma obtenido por extracción y concentración internas
de las muestras de vino y pisco, no se consideró conveniente
introducir un soluto de referencia para efectuar los cálculos
cuantitativos por el método de patrón interno. Dichos
cálculos se realizaron en relación al área del pico
correspondiente a la inyección por separado de octanoato de
metilo a razón de 0.8 mg/L.
213 • 3. condiciones cromatoaráficas
Las programaciones de temperatura durante el proceso
cromatográfico fueron las siguientes:
Columna 1 <pg• 96), empleada para la <A> evaluación del
proceso de concentración interna con PTV:
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— Inyecciones en frío sin división de flujo: 40Q0 durante
5 minutos, y calentamiento a 2~C por minuto hasta 150W.
— Inyecciones en frío con eliminación selectiva de
disolvente, 30~C durante 6 minutos, y calentamiento a 2W por
minuto hasta l7OQC.
Columna 2 <pg. 96):
— <B> Estudio de variables que afectan a la extracción y
concentración internas con PTV: 4020 durante tres minutos y
calentamiento a SOC/min hasta 180W.
— <O) Optimización de las principales variables que
afectan a la extracción y concentración internas con PTVa
35~C durante ocho minutos, calentamiento a 2QC/min hasta
6O~C, y calentamiento a 4~C/min hasta 180W.
— (D) Análisis de componentes minoritarios del aroma de
bebidas alcohólicas de distinta graduación por inyección
directa: 35~C dUrante ocho minutos y calentamiento a 2~0/min
hasta 18O~0.
El gas portador empleado fue en todos los casos el
helio, con una presión en cabeza de columna de 2.5 Kg/cm2
durante el desarrollo cromatográfico.
El detector se mantuvo a una temperatura de 250~C
durante todos los análisis realizados.
117
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2.4. ESPECTROMETRIA DE MASAS
.
2.4.1. Epuii,o
Se empleó un detector selectivo de masas Perkin—Elnier
modelo 192fl—50, acoplado a un cromatógrato de gases Perkin-
Elmer modelo 8310 (el mismo cromat6grafo que se empleó en el
resto de la experimentación). El acoplamiento se realizó
mediante una línea de transferencia mantenida a una
temperatura de 2O0~C, haciendo pasar la muestra de la columna
cromatográfica al capilar de la citada línea de transferencia
mediante una interfase del tipo “open split”.
2.4.2. Identificación
Para la identificación de los compuestos volátiles de
las muestras reales estudiadas, se comparó el espectro de
masas obtenido en cada caso con los espectros contenidos en
distintas librerías. Concretamente se utilizó una obtenida en
nuestro laboratorio empleando patrones, y también se recurrió
a la del Hational Bureau of Standards.
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RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. EVALUACION DEL PROCESO DE CONCENTRACION INTERNA EN UN
PTV
.
La primera aproximación al método de extracción y
concentración internas en el PTV que pretendíamos
desarrollar, se llevó a cabo mediante la evaluación del
procedimiento experimental a aplicar para lograr la
concentración interna del extracto de la muestra. Este
estudio consistió básicamente en la comparación de los
resultados del análisis de una disolución modelo (Disolución
1, pq. 89) mediante extracción liquido—liquido en continuo
con Freon 11 y concentración externa, con los obtenidos por
el mismo procedimiento de extracción, pero realizando una
concentración interna del extracto en el PTV.
El objetivo propuesto exigía en primer lugar evaluar la
aptitud. del “glass liner” del PTV relleno con Tenax GO para
retener selectivamente, con relación a un disolvente de bajo
punto de ebullición como es el Freon 11, compuestos
volátiles. Además, se debía tener la seguridad de que, en
tales condiciones, la desorción térmica de la muestra
adsorbida era eficaz, así como de que era posible descartar
cualquier efecto negativo sobre la separación cromatogrática.
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Por otro lado, pareció aconsejable conocer si la
sustitución de la etapa de concentración de un extracto por
la inyección directa del mismo aportaba claros beneficios en
cuanto a la fiabilidad del análisis cuantitativo.
3.1.1. Precisión
En la Tabla 5 se presentan los coeficientes de variación
de las áreas normalizadas y de las relativas a un patrón
interno de los picos obtenidos, para distintas
concentraciones de la muestra modelo, cuando se concentró el
extracto por evaporación externa del disolvente. La Tabla 6
contiene los resultados correspondientes a la concentración
interna del extracto en el inyector. Como patrón interno se
eligió el acetato de 2—feniletilo por ofrecer poca
variabilidad y eluirse en la zona central del cromatograma.
Los valores de los coeficientes de variación indicados
en las mencionadas Tablas 5 y 6 incluyen la variabilidad del
proceso completo, es decir, de la extracción con Freon 11, de
la concentración (bien por calefacción o bien en el PTV>, y
del análisis cromatogrático.
Es evidente que, en general, la precisión es mayor
cuando la concentración del extracto se realiza en el
inyector que cuando se concentra por calefacción con una
121
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Tabla 5. Coeficientes de variación (n=4) de las áreas
normalizadas y de las áreas referidas al patrón
interno (acetato de 2—feniletilo) de los picos
obtenidos en el análisis de los extractos con
Freon 11 de las disoluciones modelo con
concentración externa. Inyección en frío con
división de flujo.
Compuesto
Pentanoato de etilo
0.5
CV%*
mg/L
CV%**
2.0
CV%*
mg¡L
CV%**
5.0
CV%*
mg/L
CV%**
11.813.8 11.7 18.7 21.9 10.1
trans—2—Hexenal 14.2 13.2 19.7 22.6 12.9 14.7
Acetato de hexilo 12.9 9.2 12.9 15.8 5.4 7.5
cis—3—Hexen—1—ol 12.1 9.1 5.1 8.8 8.6 10.1
Octanoato de metilo 8.9 5.8 2.7 5.4 3.9 5.7
trans—2—Hexen—1—ol 11.9 10.3 11.9 13.2 9.8 11.0
Lactato de isoamilo 7.5 3.4 5.5 7.7 3.3 4.8
a—Terpineol 6.1 3.7 2.2 1.9 4.0 2.6
Succinato de dietilo 4.7 4.3 4.3 2.3 2.5 1.9
Acido pentanoico 27.9 26.7 34.4 32.2 4.5 6.3
Acido hexanoico 11.3 9.3 12.1 9.8 11.4 12.7
2—Feniletanol 7.1 3.9 11.7 9.4 4.0 3.8
Acido nonanoico 11.0 13.0 3.0 6.6 9.8 8.4
Acido decanoico
Media
13.9 15.8 1.5 5.3 10.9 9.2
11.7 9.9 10.4 11.6 7.2 7.9
*) Areas normalizadas.
**) Areas relativas al patrón interno.
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Tabla 6. coeficientes de variación (n=4) de las áreas
normalizadas y de las áreas referidas al patrón
interno (acetato de 2—feniletilo) de los picos
obtenidos en el análisis de los extractos con
Freon 11 de las disoluciones modelo con
concentración interna en el PTV.
compuesto
Pentanoato de etilo
0.5
%CV*
mg/L
%CV**
2.0
%CV*
mg/L
%CV**
5.0
%cv*
mg/L
%CV**
4.8 12.7 6.5 4.2 2.9 2.3
trans—2—Hexenal 6.5 12.0 5.7 5.8 1.8 2.3
Acetato de hexilo 5.1 5.2 5.0 8.3 0.9 0.5
cis—3—Hexen—1—ol 15.6 16.2 14.3 17.1 8.6 9.8
Octanoato de metilo 3.7 7.4 2.1 2.9 2.8 3.8
trans—2—Hexen—1—ol 19.1 19.4 7.1 9.4 3.5 4.6
Lactato de isoamilo 20.0 22.1 7.4 7.8 10.3 11.3
a—Terpineol 5.4 7.4 2.8 4.7 1.1 1.4
Succinato de dietilo 4.5 7.5 2.8 2.6 1.4 2.5
Acido pentanoico 8.4 13.8 28.8 30.6 10.8 10.8
Acido hexanoico 5.8 3.8 6.3 7.5 7.3 6.0
2-Feniletanol 4.0 6.6 10.9 10.7 4.7 5.9
Acido nonanoico 7.4 8.6 8.2 7.0 9.8 8.5
Acido decanoico
Media
4.0 7.9 11.3 9.9 7.9 6.7
8.2 10.7 8.5 9.2 5.3 5.5
*) Areas normalizadas.
**) Areas relativas al patrón interno.
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columna Vigreux. comparando individualmente cada valor de la
Tabla 5 con el correspondiente de la Tabla 6, se puede
observar que los coeficientes de variación son menores, en la
mayoría de los casos, cuando se concentra en eJ. PTV,
especialmente para los compuestos más volátiles.
En términos generales, la concentración interna de
extractos en el PTV, puede reducir aproximadamente en un 20%
la variabilidad observada en el análisis mediante Extracción
Liquido-Líquido con concentración posterior por
calentamiento. Ello es debido probablemente a la reducción
del manejo de la muestra junto con el mejor control de las
condiciones de la operación, ya que en el caso de que la
concentración se realice internamente en el PTV, se emplea
instrumentación más precisa.
3.1.2. Exactitud
.
Las Tablas 7 y 8 contienen los factores de recuperación
(%) resultantes al realizar, respectivamente, la
concentración externa y la interna del extracto
correspondiente a partir de la disolución modelo <Disolución
1), en los tres niveles de concentración ya mencionados.
Dichos factores se calcularon por comparación de las áreas
obtenidas en el análisis de las muestras estudiadas con las
resultantes de la inyección de patrones en frío, sin división
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Tabla 7. Porcentajes de recuperación para distintas
concentraciones de la muestra modelo obtenidos por
análisis de los correspondientes extractos en
Freon 11 con concentración externa. Inyección en
frío con división de flujo.
Compuesto
Pentanoato de etilo
0.5 mg/L 2.0 mg¡L 5.0 mg/L
60.042.7 48.5
trans—2—Hexenal 44.1 47.1 59.7
Acetato de hexilo 54.2 63.1 73.8
cis—3—Hexen—1—ol 37.5 44.0 53.8
Octanoato de metilo 64.3 70.3 78.6
trans—2 —Hexen—1—ol 41.7 43.2 60.0
Lactato de isoamilo 73.6 80.9 83.7
a—Terpineol 94.7 96.4 97.9
Succinato de dietilo 89.1 92.9 97.9
Acido pentanoico 33.1 34.7 44.3
Acido hexanoico 86.7 82.5 87.2
2—Feniletanol 86.9 76.2 76.1
Acido nonanoico 35.6 67.3 84.7
Acido decanoico
Media
31.6 79.5 82.7
58.3 64.7 74.0
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Tabla 3. Porcentajes de recuperación para distintas
concentraciones de la muestra modelo obtenidos por
análisis de los correspondientes extractos en
Freon 11 con concentración interna en el PTV.
Compuesto
Pentanoato de etilo
0.5 mg/L 2.0 mg/L 5.0 mg/L
98.023.8 60.4
trans-2-Eexenal 85.7 80.0 97.9
Acetato de hexilo 95.1 80.4 95.9
cis—3—Hexen—1—ol 85.3 80.6 77.7
Octanoato de metilo 91.3 94.2 90.7
trans-2—Hexen—1—ol 78.5 89.3 81.5
Lactato de isoamilo 81.5 85.8 92.4
a—Terpineol 92.9 96.5 96.7
Succinato de dietilo 90.6 90.4 96.8
Acido pentanoico 64.9 43.3 47.8
Acido hexanoico 94.6 73.7 90.1
2—Feniletanol 93.8 58.7 82.4
Acido nonanoico 84.5 88.8 90.8
Acido decanoico
Media
79.5 87.2 94.0
81.6 79.2 88.0
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de flujo, tal y como se indicó en Materiales y Métodos.
Los factores de recuperación obtenidos por concentración
interna en el PTV son en promedio superiores, en un 30%
aproximadamente, a los correspondientes a la concentración
externa, donde las pérdidas observadas pueden ser debidas a
coevaporación con el disolvente. Sólo en un caso, pentanoato
de etilo en concentración de 0.5 mg/L, se detecta una clara
pérdida en el caso de que la concentración se lleve a cabo en
el PTV.
3.1.3. Influencia en la seDaración cromatocwáfica
La separación croniatográfica no se vio afectada
negativamente por el procedimiento de inyección con
eliminación selectiva del disolvente, no observándose ninguna
alteración destacable en el cromatograma para los tres
volúmenes de inyección ensayados (25, 6 y 2.5 pL). En las
Figuras 14, 15, y 16 se presentan los cromatogramas obtenidos
en cada uno de los tres casos, que corresponden al análisis
de las tres disoluciones modelo citadas anteriormente
(Disoluciones la, lb y lc). En la zona central de los
cromatogramas pueden observarse dos picos correspondientes a
distintos isómeros de dimetilestireno procedentes del
adsorbente (Tenax CC). En el cromatograma del análisis de
mayor volumen de muestra, el área del mencionado pico es
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considerable, probablemente debido al mayor arrastre de
monómeros por el disolvente.
Los resultados presentados hasta este punto se
consideraron satisfactorios como datos preliminares relativos
a la posibilidad de introducir elevados volúmenes de muestra
en columnas capilares, sugiriendo la necesidad de una
optimización cuidadosa del procedimiento, especialmente
cuando se aborde el análisis de solutos muy volátiles y en
muy baja concentración.
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3 • 2. ESTUDIO DE VARIABLES OtIE AFECTAN A LA EXTRACCION Y
CONCENTRACION INTERNAS CON PTV
.
En este apartado se presentan los resultados obtenidos
en el estudio de un procedimiento de introducción directa de
muestras, con aislamiento y concentración internas en un PTV,
utilizando un diseño compuesto central y rotativo, propuesto
por Box y Hunter (1.957), que se aplicó al análisis de la
Disolución 2 (pg. 90). Como se ha indicado en la
Introducción, los métodos de diseño experimental basados en
superficies de respuesta permiten estudiar las relaciones
existentes entre una determinada variable dependiente
(respuesta) y un grupo de variables independientes
(factores) Además de conducir a la localización de la
combinación de variables que proporciona la mejor respuesta,
estas técnicas describen el comportamiento global del
sistema, por lo que son especialmente útiles para llevar a
cabo una aproximación al conocimiento del mismo realizando un
moderado esfuerzo experimental.
3.2.1. Diseflo compuesto central y rotativo
Como se ha detallado en Materiales y Métodos, se
consideraron tres variables que pueden afectar
significativamente al volumen de ruptura de cada soluto en ej.
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“glass liner” (relleno con 2 cm de Tenax TA), en un
procedimiento que suponga el empleo de un PTV en la modalidad
de eliminación selectiva del disolvente: Volumen de muestra
(X1), flujo de gas portador durante la eliminación del
disolvente (X2> y temperatura inicial del PTV (X2). El
estudio de estas variables se realizó en los siguientes
intervalos experimentales: (X1) 25—250 gL, (X2): 50—500
mL/mm y (X3): 10—50~C, considerando los niveles establecidos
por el diseño aplicado, según se indica en la Tabla 9, de
acuerdo con la matriz de coordenadas matemáticas recogidas en
la Tabla 1.
La citada Tabla 9 incluye igualmente los valores de las
variables que corresponden a los niveles de los factores
codificados que definen la región experimental. En la Tabla
10 se muestran los valores máximos y mínimos de las distintas
respuestas evaluadas (área, porcentaje de error y porcentaje
del coeficiente de variación), que expresan la sensibilidad,
exactitud y precisión del método para cada compuesto en las
veinte experiencias realizadas. Los valores de las respuestas
obtenidas en cada una de las condiciones fijadas por el
diseño están recogidas en la Tabla 11. Según se puede
apreciar, la máxima sensibilidad se obtiene en el punto 2,
mientras que el mínimo porcentaje de error corresponde al
punto 9.
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No se observa ajuste, para los coeficientes de variación
obtenidos, utilizando el modelo descrito por la ecuación [8)
(pg. 104). Pbr tanto, del análisis del diseño 2~ factorial
incluido en el diseño compuesto central y rotativo se puede
deducir que las tres variables consideradas no afectan
apreciablemente a la precisión del método. Sin embargo, es
interesante destacar que en la mayoría de los casos, el.
coeficiente de variación medio obtenido es inferior al 10%,
lo que, teniendo en cuenta que dicho valor se refiere al
método completo de análisis y que, por tanto, incluye las
etapas de aislamiento, concentración y separación, se
considera satisfactorio.
Las ecuaciones EI-~J y E12] resultaron del ajuste de los
modelos empíricos a los datos experimentales obtenidos al
considerar, respectivamente, la sensibilidad (suma de áreas)
y la exactitud (% error) como respuestas:
y1 = 57.02 + 23¿57X1 — 5.58X2 — 4.79X3 — 1.86X1
2
+ 1.522<32 — 5.25X
1X2 — 3.712<12<3 + 3.842<22<3. [11]
y2 = 28.56 + 4fi06Xí + 0.922<2 — 1.032% — 1.722<22
— 088X32 + 3.632<32 + 1.14X:)%. El~2]
En las Tablas 12 y 13 se muestran los valores estimados
de los coeficientes (bi> y el correspondiente análisis de la
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RESULTADOS Y DISCUSION
varianza obtenidos, respectivamente, a partir de las
ecuaciones £11] y [12] . Son destacables los altos valores del
coeficiente de 2<1, que confirman que el volumen de inyección
es la variable que, cono era previsible, más condiciona la
sensibilidad. Asimismo, se obtuvieron valores apreciables
para algunos coeficientes de interacción <b1~), que habrían
sido difíciles de detectar si se hubiesen evaluado la
influencia de las distintas variables independientemente.
Los términos de primer y segundo orden resultaron
significativos, mientras que no lo fue la falta de ajuste
<con un nivel de significación a = 0.05). Los valores del
coeficiente de determinación, R
2, indican que el modelo
explica en gran proporción la variabilidad de los datos
experimentales, especialmente los que corresponden a la
sensibilidad.
3.2.2. CurvaS de isorresDueSta
.
En las Figuras 17 a 22 se pueden observar distintas
gráficas de curvas de isorrespuesta. Para obtener las
representaciones bidimensionales correspondientes se ha
fijado en cada caso una de las tres variables. Fijando la
variable X
1 <volumen de muestra) al máximo nivel codificado
(1.682) en la ecuación [11] se obtuvo la Figura 17; la Figura
18 es el resultado de fijar la variable X2 <flujo de
140
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Figura 17. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación de la suma de áreas (ecuación [11])
con el flujo de gas <X2) y la temperatura del
inyector <2<3> manteniendo constante el volumen
de inyección (X1) en 250 gL.
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Figura 18. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación de la suma de áreas (ecuación Eh])
volumen de inyección
temperatura del inyector (2%) manteniendo
constante el flujo de gas (2<2> en 50 mL/mm.
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Figura 19. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación de la suma de áreas (ecuación [11])
con el volumen de inyección (2<1) y el flujo de
gas <2<2) manteniendo constante la temperatura
del inyector (2%) en 3OQC.
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Figura 20. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del % de error (ecuación [12]) con el
flujo de gas <2<2> y la temperatura del inyector
(X3) manteniendo constante el volumen de
inyección (xi) en 250 pL.
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Figura 21. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del % de error <ecuación [12]) con el
volumen de inyección (X1) y la temperatura del
inyector EX3) manteniendo constante el flujo de
gas (2<2) en 50 ¡nL/mm.
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Figura 22. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del % de error (ecuación C12J> con el
volumen de inyección (Xi) y el flujo de gas (X
2)
manteniendo constante la temperatura del
inyector (2<3) en 3020.
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eliminación del disolvente) al minimo nivel codificado
(— 1.682), mientras que la Figura 19 se obtiene fijando la
variable 2<3 (temperatura del PTV durante la eliminación del
disolvente) al nivel medio (O). Análogamente, se han obtenido
las Figuras 20, 21 y 22 fijando respectivamente X~, X2 y 2<3
en la ecuación [12] al máximo, mínimo y medio nivel
codificado. Se han elegido estas representaciones, entre las
múltiples que se pueden obtener fijando las variables a
distintos niveles, por considerar que proporcionan una
información suficientemente ilustrativa sobre el proceso
evaluado -
La Figura 17 muestra la influencia del flujo de gas
portador y de la temperatura del inyector durante la
eliminación selectiva del disolvente, en la sensibilidad del
análisis, cuando se inyecta el máximo volumen experimentado
(250 jiL). Se puede apreciar que la sensibilidad del método
aumenta cuando disminuyen el flujo y la temperatura, y
simultáneamente se produce una mejoría de la exactitud del
análisis, como puede observarse, en este caso, en la Figura
20. Resulta también interesante comentar que la influencia
del flujo durante la eliminación del disolvente en la
sensibilidad depende de la temperatura inicial del inyector
y viceversa: a temperaturas altas el flujo influye en la
sensibilidad menos apreciablemente que a temperaturas bajas,
mientras que a flujos altos, la influencia de la temperatura
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en la sensibilidad es mucho menor que a flujos bajos. Estas
observaciones evidencian la interacción existente entre 2<2 y
2<3.
De la inclinación de las curvas de nivel de la Figura 20
se puede deducir que, cuando se inyecta el máximo volumen de
muestra (250 gL), el flujo de gas tiene una marcada
influencia en la exactitud del análisis a cualquier valor
dado de 2%, mientras que la temperatura del PflT apenas
influye a cualquier valor de 2<25
Cuando la experimentación se realiza al mínimo nivel de
2<2 (flujo durante la eliminación del disolvente = 50 mL/mm>,
un incremento del volumen inyectado junto con una disminución
de la temperatura inicial del PTV, proporciona un aumento de
la sensibilidad (Figura 18). En cuanto a la exactitud (Figura
21) , la influencia de la temperatura del PTV es claramente
mayor cuando se inyectan volúmenes pequeños de muestra
(interacción X1X3) - Por tanto, el porcentaje de error
obtenido cuando el flujo de eliminación del disolvente es de
50 mL/mm y el volumen inyectado es cercano a los 25 ftL,
puede ser reducido aumentando la temperatura inicial del
inyector. Por otra parte, la variación del volumen de muestra
apenas afecta a la exactitud del análisis si la temperatura
del inyector se mantiene entre 40 y 5OQC (Figura 21)
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De la Figura 19, que representa las lineas de nivel de
sensibilidad correspondientes al valor medio del intervalo
considerado para la temperatura del inyector, se puede
deducir que la influencia de la variable 2<2 en la
sensibilidad es escasa cuando el análisis se lleva a cabo con
los valores más pequeños de X~. Sin embargo, a medida que
aumenta el volumen inyectado, se aprecia que el efecto del
flujo de eliminación del disolvente comienza a ser más
evidente (interacción 2<12<2>, y que esta tendencia se acentúa
si la experimentación se realiza a los valores más altos de
X~. A este respecto, es de destacar que cuando se inyecta un
volumen de aproximadamente 70 gL, la variación del flujo no
afecta a la sensibilidad del análisis, puesto que en este
caso se obtiene la misma respuesta sea cual sea el valor
considerado de 2<2, ya que la línea de respuesta resultante es
prácticamente paralela al eje de ordenadas.
En la Figura 22 se puede observar que el análisis
realizado inyectando 25 ¡iL y manteniendo la temperatura
inicial del PTV a 3000 y el flujo durante la eliminación del
disolvente a 500 mL/mm, proporciona una exactitud
razonable. El porcentaje de error obtenido puede variar
significativamente (del 12% al 40%) si se aumenta el volumen
inyectado y el flujo de eliminación del disolvente se
mantiene en su valor más elevado. Sin embargo, la variación
del volumen inyectado entre 25 ML y 137 ML (niveles
149
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codificados -1.682 y 0), no produce diferencias relevantes en
la exactitud en un amplio intervalo de valores de flujo de
eliminación del disolvente (aproximadamente entre 50 y 400
mL/mm) -
3.2.3. comportamiento individual de solutos de distintas
características
.
Con objeto de comprobar en qué medida afectan las
propiedades particulares de los solutos a su comportamiento
en un método analítico como el que se propone, se estudiaron
de forma aislada las mismas variables dependientes que en el
caso anterior, para dos de los compuestos de la
disolución modelo elegidos de forma que la diferencia de
volatilidad entre ellos fuera apreciable: pentarxoato de
etilo y a—terpineol.
El objetivo de este estudio era evaluar la aplicabilidad
del procedimiento propuesto para el análisis de solutos muy
volátiles, ya que su posible coelución con el disolvente es
una evidente dificultad del método y podría, por
consiguiente, suponer una seria limitación para su aplicación
posterior a muestras reales.
Al igual que ocurrió cuando se evaluó la respuesta
promedio del grupo de compuestos, en este caso las tres
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variables estudiadas no influyeron significativamente en la
repetibilidad de las áreas correspondientes a los dos solutos
considerados. Por otro lado, es evidente que cuando se trata
de un solo compuesto, la sensibilidad y la exactitud están
relacionadas ya que un incremento del factor de recuperación
contribuye tanto a aumentar la primera como a disminuir el
porcentaje de error. Por ello el estudio de compuestos de
forma individual se centró en la sensibilidad (suma de áreas
absolutas siendo cinco el número de replicados), como única
respuesta.
Pentanoato de etilo.
Ajustando el modelo empírico a los resultados
experimentales se obtiene la ecuación [13].
y3 = 0.70 + 0.23Xi — s.S io~2<~ — 0.122<3 — 3.6 102X22
— 5.6 10
2X 2 — 8.9 102X
1X3 [13]3
La Tabla 14 contiene los coeficientes del modelo
estimados y el análisis de la varianza de la ecuación [13].
Es evidente que en la sensibilidad alcanzable en la
determinación del pentanoato de etilo debe influir de forma
destacada el volumen de nuestra en relación con las otras dos
variables estudiadas, así como con la interacción entre
ellas, dado el alto valor relativo del coeficiente de Xl. El
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análisis de la varianza revela que los términos de primer y
segundo orden son significativos, no siéndolo la falta de
ajuste (a = 0.05). El valor del coeficiente de determinación,
R2, indica que el modelo explica suficientemente la
variabilidad observada.
En las Figuras 23 a 27 se presentan las curvas de
isorrespuesta obtenidas al fijar, respectivamente, la
variable X~ (volumen inyectado) a los niveles codificados -1,
O y 1, y las variables 2<2 (flujo de eliminación del
disolvente) y 2<3 (temperatura del PTV durante la eliminación
del disolvente> al nivel codificado 0. Las Figuras 23 y 24
indican que para ciertas combinaciones de flujo de gas
portador y temperatura del PTV se obtiene un óptimo de
sensibilidad. Dicha combinación de valores es distinta según
sea el volumen de nuestra inyectado, y sugiere la existencia
de interacción entre las variables X~ y 2<3. En este sentido,
es interesante comentar que, entre los niveles —l y O
(Figuras 23 y 24), si bien el flujo óptimo no varia
apreciablemente al modificar el volumen de inyección, la
temperatura óptima si lo hace. El grado de interacción
comentado es tan acusado que el máximo de sensibilidad puede
incluso desplazarse, quedando fuera de la región experimental
cuando el volumen de inyección es elevado, como puede
observarse en la Figura 25.
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Figura 23. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del área del pentanoato de etilo
(ecuación [13]) con el flujo de gas (2<2) y la
temperatura del inyector (X~) manteniendo
constante el volumen de inyección (X1) en 71 ML.
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Figura 24. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del área del pentanoato de etilo
(ecuación E13]) con el flujo de gas (2<2) y la
temperatura del inyector (X~) manteniendo
constante el volumen de inyección (X1) en 137
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Figura 25. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del área del pentanoato de etilo
(ecuación [13]> con el flujo de gas <2<2) y la
temperatura del inyector (X~) manteniendo
constante el volumen de inyección <2<>) en 204
P-L.
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Figura 26. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del área del pentanoato de etilo
(ecuación [13]) con el volumen de inyección (xi)
y la temperatura del inyector (X3) manteniendo
constante el flujo de gas (2<2) en 275 mL/mm.
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Figura 27. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del área del pentanoato de etilo
(ecuación [13]) con el volumen de inyección (X
1)
y el flujo de gas <2<2) manteniendo constante la
temperatura del inyector (2<3) en 3O~C.
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La Figura 26 representa la influencia del volumen de
inyección y de la temperatura inicial del PrI en la
sensibilidad de la determinación del pentanoato de etilo para
un flujo de gas correspondiente al valor central del
intervalo experimental estudiado. Se observa que a
temperatura baja, un aumento del volumen de inyección origina
un fuerte incremento de la sensibilidad. Sin embargo, a altas
temperaturas, la influencia del volumen de inyección es
menor. De la misma Figura se deduce también que al aumentar
el volumen de inyección se deberla establecer una temperatura
inicial del PSPV lo más baja posible con objeto de estar en
condiciones de alcanzar mayor sensibilidad en el análisis.
En la Figura 27 se puede observar el efecto del flujo de
gas portador y del volumen de muestra al valor medio de la
temperatura del PTV. Si se compara con la Figura 26, se
aprecia que la influencia del flujo en la sensibilidad del
análisis es muy similar a la observada para la temperatura.
Sin embargo, existe una clara diferencia ya que, la
influencia del flujo en la respuesta no varia con el volumen
de inyección. Por tanto1 no se detecta interacción entre las
variables, o bien dicha interacción es inferior al error
standard del ajuste.
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cx-terpinec 1
Ajustando el modelo empírico a los result.s-dos
experimentales correspondientes al a—terpineol, se obtiene la
ecuación [14).
y4 = 310 + 1l.2X1 — 3.6 2<2 — 2.522<3 — 1.72<22
— 3.42<12<2 — 202<12<3 (14)
En la Tabla 15 se pueden observar los coeficientes del
modelo estimados y los resultados del análisis de la varianza
de la ecuación [14). Al igual que para el pentanoato de etilo
y para el conjunto de todos los compuestos, en la
sensibilidad de la determinación del a—terpineol tiene una
gran influencia el volumen de inyección, como se deduce del
alto valor relativo del coeficiente de X>. El análisis de la
varianza indica que los términos de primer y segundo orden
son significativos, no siéndolo la falta de ajuste (a =
0.05>. El valor del coeficiente de determinación, R
2, indica
además que el modelo es suficientemente explicativo.
En las Figuras 28, 29 y 30 se representan las curvas de
nivel obtenidas respectivamente al fijar las variables X~, 2<2
y 2<~ al nivel codificado 0.
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42 25
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500
x2 (mL/mm)
= 137 pL
Figura 23. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del área del a—terpineol (ecuación
[14]) con el flujo de gas <2<2> y la temperatura
del inyector (2<3) manteniendo constante el
volumen de inyección (2<>) en 137 pL.
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275 mL/mm
Figura 29. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del área del a—terpineol (ecuación
[14]) con el volumen de inyección (X1) y la
temperatura del inyector (2<3) manteniendo
constante el flujo de gas (2<2) en 275 mL/mm.
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500
x2
(mL/min)
409
275
141
so
1
20
250
x1 (pL)
= 30
0C
Figura 30. Curvas de isorrespuesta que representan la
variación del área del a—terpineol (ecuación
[14]) con el volumen de inyección (Xi> y el
flujo de gas (X
2) manteniendo constante la
temperatura del inyector (X3) en 30W.
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La Figura 28 expresa la influencia del flujo y de la
temperatura del PSPV en la sensibilidad cuando se inyectan 137
gL de muestra. Se puede aprc•ciar cómo la disminución de la
temperatura o del flujo provocan un aumento de la
sensibilidad. En contraste con el pentanoato de etilo, para
el a—terpineol no sólo no se encuentra dentro de la región
experimental una combinación de valores de las variables que
proporcionen un valor óptimo de sensibilidad, sino que las
curvas de isorrespuesta son en realidad lineas rectas, lo
cual indica que dicha combinación óptima de valores se
encuentra lejos de la región experimental, de forma que el
modelo no aprecia la curvatura que, en otro caso, deberla
revelar -
En la Figura 29 se puede observar la influencia de la
temperatura y del volumen de inyección en la sensibilidad, y
en la Figura 30 la influencia del flujo de gas y del volumen
de inyección en la misma respuesta. De estas gráficas se
puede deducir que un aumento del volumen de inyección da
lugar nuevamente a un aumento de sensibilidad, sobre todo
cuando la temperatura y el flujo no son altos. También se
puede ver cómo las curvas de isorrespuesta son similares en
ambas Figuras, lo que sugiere que la temperatura y el flujo
de gas influyen de modo análogo en la sensibilidad. Así, se
deduce que cuando el volumen de inyección es pequeño, la
temperatura y el flujo apenas influyen en la respuesta
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evaluada, mientras que a volúmenes de inyección medios o
elevados, una disminución de la temperatura o del flujo
manteniendo constaiThe respectivamente el flujo de gas (Figura
29> ola temperatura inicial del PSPV <Figura 30), provoca en
ambos casos un aumento evidente de la sensibilidad.
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3.3. OPTIMIZACIoN DE LAS PRINCIPALES VARIABLES OUE AFECTAN A
LA EXTRACCION Y-CONCENTRACIÓN INTERNAS CON PTV
.
3.3.1 Planteamiento de la optimizacián
Las tres variables estudiadas en el apartado anterior
proporcionan una aproximación muy útil al proceso de
extracción y concentración internas en un PSPV. Sin embargo,
para abordar una optimización más completa del método es
necesario ampliar el número de variables inicialmente
seleccionadas.
Con esta idea se planificó el presente estudio, en el
que se pretendió encontrar los valores optimos de las
principales variables que influyen en el proceso.
Considerando como punto de partida el trabajo comentado
previamente, se estableció la necesidad de evaluar las ocho
variables descritas en Materiales y Métodos y que se enumeran
a continuación:
- Volumen de muestra.
- Flujo de gas portador a través del inyector durante la
inyección
- Temperatura del PTV durante la inyección.
— Longitud de “glass liner” relleno de adsorbente.
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- Composición del adsorbente-
- Velocidad de introducción de la muestra.
- Volumen de gas empleado para la eliminación del
disolvente tras la inyección.
- Temperatura del PTV durante la eliminación del
disolvente -
La optimización llevada a cabo en el capítulo anterior
se realizó mediante un diseño de experiencias empleando un
método de Superficie de Respuesta, lo que permitió estudiar
la influencia de las variables en diversos aspectos del
análisis, tal y como se ha comentado anteriormente. La
posibilidad, que el citado procedimiento ofrece, de predecir
la respuesta alcanzable en cualquier punto del intervalo de
experimentación es indudablemente de gran ayuda en la
planificación de cualquier análisisfl Sin embargo, para más de
tres variables el número de experiencias que hay que realizar
para aplicar un método de Superficie de Respuesta es muy
elevado, y la interpretación de los resultados resulta
compleja. Por ello, en este caso se utilizó el método
Simplex Modificado. Partiendo de los niveles de base y los
módulos de paso de las distintas variables indicados en la
Tabla 2.
La experimentación realizada inicialmente en el
laboratorio puso de manifiesto la crítica influencia de la
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velocidad de introducción de muestra para el adecuado
funcionamiento del método, coincidiendo con observaciones
posteriores de otros autores (Staniewski y Rijks, 1.992>. En
este sentido, se consideró la necesidad de llevar a cabo la
introducción de la muestra mediante un sistema que permitiese
controlar su velocidad de entrada de forma exacta y precisa.
Para ello se utilizó el dispositivo, diseñado y construido en
el propio laboratorio, para realizar inyecciones a velocidad
controlada, que se ha descrito en Materiales y Métodos.
3.3.2. Desarrollo de la ovtimizaciáii
.
Puesto que el método Simplex permite optimizar sólo una
respuesta, se optó por evaluar la sensibilidad del
procedimiento aplicado. Para ello se eligió el valor de la
suma de las áreas correspondientes a cada soluto, divididas
por su número -de orden de elución, y se estableció como
objetivo aumentar significativamente la respuesta alcanzable.
De esta forma se trató de minimizar específicamente las
pérdidas de los solutos mas volátiles. Para esta optimización
se empleó la Disolución 3 (pg. 91> -
La Tabla 16 contiene los resultados de la secuencia de
experiencias realizadas, Puesto que un simple2c es una figura
geométrica definida por k + 1 puntos en un espacio de k
dimensiones, donde k es el número de variables, el simplex
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Tabla 16. Desarrollo de la optimización mediante el método
Simplex Modificado del análisis por inyección
directa de elevados volúmenes de muestra.
- Niveles de los factores (valores físicos) * Res—
pues -
F L y y **
Vér-
tice
1
2
3
4
5
6
7
8
9
lo
11
12
13
14
15
16
17
18
19
8 ini
plex
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
300
433
326
326
326
326
326
326
326
346
351
357
398
389
421
453
485
297
395
600
653
865
653
653
653
653
653
653
692
702
450
677
630
619
608
59~/
616
608
40
43
.43
53
43
43
43
43
43
45
45
45
so
36
27
18
9
38
Z37
2,0
2.3
2.3
2.3
3.8
2.3
2.3
2.3
23
2.6
2.7
2.8
3,1
3.2
3.6
4.0
4.5
3.7
4.1
0.0
7.9
7.9
7.9
7.9
39.8
7-9
7.9
7.9
13. 9
15.4
17. 3
29.5
27.0
36.5
46.0
55.5
39.0
46.6
£
0.200
O • 212
0 212
o • 212
0.212
0.212
0.262
0.212
o. 212
0.220
0160
0.199
0.211
o. 191
0.197
0.184
O. 177
0.189
0.184
OE
3000
3530
2530
3530
3530
3530
3530
5651
3530
3928
4027
4151
4970
4799
5434
6069
6703
5593
3457
Te
20.0
22.6
22.6
22.6
22.6
22.6
22.6
22.6
33.2
11.4
19. 0
18.3
20.5
17.2
14.7
12.0
9.0
14.0
11 • 8
ta
3311
3974
3206
3588
6367
7953
2931
3997
2522
5514
5646
5172
6888
9218
12212
13830
14957
9269
10493
*: ~~10 (pL); E (mL/mm>;
y1 (gL/s) ; V0~ (niL); Te
u’,
(QO) -
(QC); L (cm); %
**: Suma de las relaciones entre las áreas
13 Gaschrom>;
de los picos
integrados y el correspondiente orden de elución.
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inicial correspondiente a la optimización de ocho variables
está formado por nueve puntos, cuyos valores experimentales
constituyen las nueve primeras experiencias. El vértice n~ 1
queda definido por el nivel base de cada variable y
corresponde al punto inicial del estudio experimental. Los
restantes ocho puntos vienen dados por el método, en función
de los valores del nivel base y del módulo de paso.
Después de haber realizado las nueve primeras
experiencias, se evaluaron las respuestas obtenidas y se
rechazó la peor observación <la correspondiente al vértice
con el valor más bajo de la respuesta) . Por consiguiente, el
primer vértice rechazado fue el n2 9. A continuación se llevó
a cabo el movimiento en la dirección dada por las reglas del
Simplex Modificado, obteniendo de este modo los valores
físicos correspondientes al vértice flQ 10. El siguiente
simplex quedó formado por los ocho puntos no rechazados y el
nuevo vértice. La experimentación se continuó hasta dejar de
observar en algún movimiento una mejora de la respuesta
seleccionada fi
En todos los casos se realizó un mínimo de dos
replicados de cada análisis.
En la Tabla 16 se puede observar el aumento de la
respuesta a lo largo del proceso de optimización. La
171
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estimación de la evolución de la sensibilidad puede
realizarse muy fácilmente a partir de los cromatogramas de
las Figuras 31—49, que corresponden a los análisis llevadorú
a cabo en todos los vértices considerados. Como se puede
apreciar, las condiciones experimentales del vértice n2 17
(volumen de muestra 485 jiL; flujo de gas durante la inyección
597 mL/mm; temperatura inicial del PTV 9~C; longitud del
adsorbente en el “glass liner” 4.5 cm; porcentaje de Gaschrom
220 en la mezcla de adsorbentes 55.5%; velocidad de inyección
0.18 gL/s; volumen de eliminación 6103 mL; y temperatura de
eliminación de disolvente 9QC) son, entre las estudiadas, las
que proporcionan la máxima respuesta.
En todos los cromatogramas aparecen inevitablemente
algunos picos debidos a monómeros del adsorbente. Sin
embargo, la interferencia que suponen es mínima y no
representa ningún tipo de impedimento para progresar en el
diseño utilizado.
Las Figuras 32. y 47 muestran respectivamente los
cromatogramas inicial y final resultantes de la optimización.
comparando estos cromatogramas, resulta evidente que el
procedimiento empleado permite obtener una significativa
mejora de la sensibilidad del análisis, puesto que el valor
obtenido es casi cinco veces mayor en el óptimo que en las
condiciones experimentales iniciales. No obstante, incluso
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RESULTADOS Y DISCUSION
cuando se realiza la experimentación en la combinación óptima
de variables se observa que el pico correspondiente al
1—butanol tiene un área tan pequeña que resulta difícilmente
cuantificable.
Es interesante resaltar que, de acuerdo con las reglas
del Simplex Modificado, los vértices 15, 16 y 17 fueron
obtenidos mediante movimientos resultantes de aplicar
coeficientes de expansión de 2, 3 y 4 respectivamente.
Después de haber realizado 19 experiencias, se estimó que era
aceptable considerar finalizado el diseño aplicado, ya que
además de haber conseguido una mejora satisfactoria, las
respuestas obtenidas a partir del vértice 17 evidencian la
tendencia del proceso a evolucionar hacia condiciones poco
adecuadas para aumentar la sensibilidad del método.
Posteriormente, se llevó a cabo un análisis de regresión
lineal con los datos obtenidos, para tratar de estimar la
influencia individual de cada factor en la respuesta
evaluada. Las variables con valores del coeficiente de
regresión (r) más elevado, y por tanto más influyentes, son
el porcentaje de Gaschrom 220 <r = O93), la longitud del
adsorbente (r = 0.88), y la temperatura del PTV durante la
inyección (r = —0.84). De hecho, se puede expresar la
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respuesta en función de estas tres variables, lo que
constituye la ecuación [153:
Respuesta = 115.49 % Gaschrom + 2100.25 L — 49.68 (15]
que tiene un coeficiente de determinación R2 = 09872, lo que
indica que esta expresión explica en gran medida la variación
de la respuesta obtenida, y por consiguiente, que estos tres
factores son la principal causa de dicha variación.
Por otra parte, los coeficientes de regresión así como
la ecuación, expresan también que existe una correlación
positiva entre el valor de la respuesta y las dos primeras
variables, mientras que la temperatura inicial del PTV
presenta una correlación negativa. Es evidente que cuando
aumenta el porcentaje de Gaschrom 220 en el adsorbente, se
obtiene una mayor respuesta puesto que este material tiene un
mayor poder de retención para los compuestos más volátiles.
El aumento de la longitud del adsorbente incrementa la
capacidad de carga de muestra líquida en el ?tglass liner”,
impidiendo el escape del disolvente en tase liquida y
disminuyendo, por tanto, el arrastre de solutos hacia el
exterior por coelución. Además, se provoca un incremento
generalizado de los volúmenes de ruptura de los compuestos,
con la consiguiente disminución de pérdidas de los más
volátiles. En relación a la influencia de la temperatura
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RESULTADOS Y DZSCTJSION
inicial del PTV, también es evidente su correlación negativa
con los valores de respuesta obtenidos puesto que los
compuestos volátiles serán más fácilmente retenidos si se
mantiene el adsorbente a baja temperatura.
Una vez conocidas las condiciones óptimas para lograr la
extracción y concentración internas en el PTV, se llevó a
cabo el estudio de la precisión, recuperación y limite de
detección del método. Se tuvo en cuenta que cuando se
analizan muestras reales puede ocurrir, según el caso, que un
mismo “glass liner” (incluyendo el adsorbente adecuado) sea
utilizado para varias inyecciones, o bien que sea necesario
su cambio después de cada inyección debido a la adsorción
irreversible de sustancias no volátiles presentes en la
muestra. En la Tabla 17 se muestran los resultados obtenidos
en el estudio relativo a la precisión del método. Según se
puede observar, los coeficientes de variación oscilan entre
el 2.0% para el hexanoato de etilo y el 11.6% para el 1—
butanol, siendo la media un 58% cuando el proceso se lleva
a cabo con un mismo “glass liner”; en el caso de que sea
preciso proceder a su cambio antes de cada inyección, la
precisión del método es menor, ya que el coeficiente de
variación oscila entre el 3.4% para el pentanoato de etilo y
el 25.6% para el 1—butanol, siendo la media del 109%. Es
interesante destacar el hecho de que los alcoholes presentan
mayor variabilidad que los ésteres.
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Tabla 17. Precisión del método
concentración internas en
condiciones óptimas.
de extracción y
el PTV en las
Compuesto CX. (a) O.Vu (b>
Pentanoato de etilo 3.5 3.4
1—Butanol ll6 256
Hexanoato de etilo 20 6.1
1—Pentanol 9.9 13.1
Heptanoato de etilo 3.2 8.3
1—Hexanol 5~5 120
1—Heptanol 7.6 10.3
1—Octanol 3.3 8-1
(a) Coeficiente de variación de las áreas absolutas
obtenidas a partir de cinco replicados realizados con el
mismo adsorbente y un único “glass liner”.
(b) Coeficiente de variación de las áreas absolutas
obtenidas a partir de cinco replicados realizados cambiando
el adsorbente y el “glass-liner” para cada análisis.
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La Tabla 18 incluye los factores de recuperación
obtenidos para los compuestos estudiados. Estos valores
fueron calculados a partir de las medias de las áreas
normalizadas (n=3> utilizando como referencia los valores
medios de las áreas normalizadas (n=6) resultantes de la
inyección en frío, sin división de flujo, de una disolución
de concentración tal que, mediante la inyección de 2 ¡¿L de la
misma, la cantidad absoluta de cada compuesto introducida en
la columna fuese la que corresponderla a la inyección de la
disolución modelo en etanol/agua, suponiendo un 100% de
recuperación. Como era de esperar, las recuperaciones mas
altas corresponden a los solutos menos volátiles, aunque la
recuperación cte uno de los de mayor volatilidad de los
presentes en la muestra, el pentanoato de etilo, es superior
al 45%. Sin embargo, las pérdidas de los alcoholes de cadena
corta son muy apreciables. Ello se debe probablemente a que
las condiciOnes’ fueron optimizadas específicamente para la
eliminación de etanol y son, por tanto, favorables para la
coelución de los alcoholes próximos
La Tabla 19 muestra la concentración más pequeña que se
puede detectar cuando se realiza, en las condiciones
correspondientes al óptimo, la extracción y concentración
internas en el PTV Los limites de detección contenidos en la
referida Tabla representan la concentración de soluto cuya
altura de pico es dos veces la del ruido del detector
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Tabla 18. Recuperación del método de extracción
concentración internas en el PTV en
condiciones óptimas.
Compuesto
Pentanoato de etilo
1-Butanol
Hexanoato de etilo
1-Pentanol
Heptanoato de etilo
1-Hexanol
1-Heptanol
1-Octanol
Recuperación (%)
45.3
2—E
77 • 6
15.8
87.4
56.5
95.2
95.1
y
las
197
RESULTADOS Y DISCUSION
Tabla 19. Límite de detección del método de extracción y
concentración internas en el PTV en
condiciones óptimas
Compuesto Limite de detección (ng/L)
Pentanoato de etilo 378
1—Butanol 6557
Hexanoato de etilo 232
1—Pentanol 1227
Heptanoato de etilo 197
1—Hexanol 181
1-Heptanol 111
1 ——Octanol 99
198
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(definido como el “anchoe’ de la línea de base observada en el
cromatograma y resultante de las fluctuaciones producidas en
la señal del sistema de detección). Es evidente que el límite
de detección varía marcadamente de unos compuestos a otros.
Sin embargo, la sensibilidad obtenida en nuestro caso es, en
general, satisfactoria ya que el método es apto para
determinar directamente, sin extracción ni concentración
externas previas, solutos en concentraciones de hasta 100
ng/L.
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3.4. ANALISIS DE COMPONENTES MINORITARIOS DEL AROMA DE
BEBIDAS ALCOHOLICAS DE DISTINTA GRADUACION POR INYECCION
DIRECTA
.
Con objeto de evaluar la aplicabilidad del método de
introducción directa de elevados volúmenes de muestra a
través del PSPV, optimizado en los apartados anteriores, se
llevó a cabo un estudio comparativo de dicho método, así como
del que permite la concentración interna de un extracto en el
inyector, con los utilizados tradicionalmente para el
análisis de los componentes del aroma de bebidas alcohólicas
de diferente graduación: la Extracción Liquido-Liquido
utilizando Freon 11, con concentración externa, y la
Destilación y Extracción Simultáneas con y sin concentración
posterior. La comparación entre las técnicas mencionadas se
basó en el análisis de compuestos volátiles en vino y pisco.
También se abordó la identificación por Espectrometria de
Masas de los picos de los cromatogramas obtenidos a partir de
cada uno de los métodos de extracción y concentración
considerados, a fin de estudiar la posible aparición de
artefactos.
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3.4 • 1. Reauveraoión
.
Con el objetivo de extraer la máxima información posible
de los croniatogramas y ante la imposibilidad de identificar
todos los solutos eluidos, se tomó como indice de
recuperación la relación entre el área de cada pico y la del
octanoato de metilo, introducido como patrón interno tanto en
la extracción liquido-liquido como en la destilación y
extracción simultáneas, después de realizar la extracción, y
como patrón externo <mediante una inyección realizada en frío
y sin división de flujo) en el análisis por inyección directa
de la muestra. El mencionado indice tiene validez a efectos
de comparación entre las distintas técnicas estudiadas. Las
Tablas 20 y 21 contienen los resultados correspondientes a
las muestras de pisco y de vino respectivamente, y también el
porcentaje del valor de dicho indice obtenido en cada método
de análisis en relación con el resultante aplicando el método
objeto de esta Memoria (introducción directa de la muestra
con extracción y concentración en el PTV).
El método que proporciona un cromatogrania con mayor
número de compuestos en el análisis del pisco es la
extracción liquido-liquido con concentración interna en el
PTV. En el caso de que se emplee la introducción directa o la
extracción líquido-liquido con concentración por evaporación,
la información obtenida es muy similar. Sin embargo, en la
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RESULTADOS Y DrSCUSION
destilación y extracción simultáneas se recupera un número de
volátiles sensiblemente inferior.
En lo que se refiere al aroma del vino, el número de
solutos cuantificables (Tabla 21) es similar en la inyección
directa, en la extracción liquido-liquido con concentración
interna en el PTV, y en la extracción liquido-liquido con
concentración externa. Como en el pisco, la extracción y
destilación y extracción simultáneas proporciona un número de
picos muy inferior.
Es interesante destacar el hecho de que para los
compuestos presentes en todos los cromatogramas
correspondientes a las distintas técnicas, los mayores
índices de recuperación corresponden en la mayoría de los
casos a la inyección directa. Además, la diferencia existente
en términos cuantitativos es, con algunas excepciones, muy
favorable al procedimiento propuesto en esta Memoria.
Las diferencias de sensibilidad que proporcionan los
distintos métodos pueden apreciarse en las Figuras 50 a 59,
que corresponden a cromatogramas registrados con idéntica
atenuación de la señal del detector y obtenidos en las
condiciones experimentales, descritas en Materiales y
Métodos, establecidas previamente como más adecuadas para el
procedimiento aplicado en cada caso. Los cromatogramas
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RESULTADOS Y DZSCtISXON
correspondientes a la introducción directa y a la extracción
liquido-liquido no presentan diferencias apreciables <Figuras
50-52 y 55-Sfl. Sin embargo, los resultantes de la extracción
y destilación simultáneas evidencian la presencia en el
extracto de un número de picos considerablemente menor
(Figuras 53,54 y 58,59>.
En el análisis por EspectrorEetría de Masas se prestó
especial atención a la detección de posibles artefactos que,
en principio, podrían originarse por descomposición durante
la desorción de sustancias térmicamente inestables, presentes
en la matriz. Sin embargo, entre los compuestos
identificados, componentes todos ellos típicos del aroma de
bebidas alcohólicas, no se detectó la formación de dichos
artefactos. Por otra parte, los picos debidos a compuestos
formados por descomposición térmica, difícilmente
presentarían el mismo área en los distintos replicados y, por
consiguiente, su presencia producirla una elevada
variabilidad en el análisis, lo que, cono se comentará
posteriormente, no se observa en los datos obtenidos. Por
tanto, la formación de artefactos durante la ejecución del
método de introducción directa, en lo que se refiere a las
muestras de pisco y vino objeto de este estudio, no supone
una interferencia apreciable. En los cromatogramas
correspondientes a los restantes métodos de extracción
tampoco se detectó por Espectrotuetría de Masas la presencia
de compuestos atipicos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Una idea visual directa de la diferencia del poder de
recuperación del método de introducción directa con relación
a los restantes procedimientos de extracción estudiados, se
puede obtener a partir de las Figuras 60 a 67, en las que se
muestran los cromatogramas resultantes (para pisco y vino)
de atenuar el registro en la proporción necesaria para que
sean comparables entre si (y con los de las Figuras 50 y 55)
en cuanto a sensibilidad. Con este objetivo se corrige con
relación al área del patrón interno las variaciones debidas
a la dilución de la muestra en la destilación y extracción
simultáneas o a las diferencias de volumen final del extracto
que inevitablemente ocurren en la extracción liquido—liquido.
Se aprecia claramente cómo las áreas de los picos obtenidos
por introducción directa son mayores que las resultantes en
el resto de los métodos, lo que evidencia la superior
sensibilidad de la técnica.
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RESULTADOS Y DISCUSXOH
3.4.2. Precisión
.
En las Tablas 22 a 27 se muestran los coeficientes de
variación, expresados en %, de las áreas absolutas, áreas
normalizadas y relativas al patrón interno, de los picos
obtenidos en las seis repeticiones de cada uno de los métodos
de análisis. Las Tablas 22, 23 y 24 corresponden al pisco, y
las Tablas 25, 26 y 27 al vino.
En el caso del pisco, los menores coeficientes de
variación de las áreas absolutas (Tabla 22) se obtienen
cuando se introduce la muestra directamente o se recurre a la
extracción liquido-liquido con concentración interna. Los
restantes métodos proporcionan coeficientes de variación muy
superiores, especialmente elevados en la destilación y
extracción simultáneas.
En lo que se refiere a áreas normalizadas (Tabla 23),
las medias de los coeficientes de variación en introducción
directa y en extracción liquido—liquido con concentración
interna son del mismo orden que los correspondientes a las
áreas absolUtas. Sin embargo, en los otros métodos, los
coeficientes de variación de las áreas normalizadas son
menores que los de las áreas absolutas.
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Tabla 22. Coeficientes de variación (*3
áreas absolutas de los picos obtenidos en
cromatogranas de pisco.
(TRR: Tiempo de retención relativo
ID: Inyección directa. LLOI: Extracción
concentración interna. LLCE: Extracción
concentración externa. SDEC: Destilación
Simultáneas concentrando el extracto. SDESC:
Extracción Simultáneas sin concentrar el extra
(n = 6) de las
los distintos
al patrón interno.
Liquido-Liquido y
Liquido-Liquido y
y Extracción
Destilación y
cto>.
IDENTIFICACION TRR ID LLOI LLCE SDEC SDESC
9.0 22.8
— 16.1
— 9.9 14.0 32.3 16.9
— 17.5
1—Hexanol 0.78 18.2 2.6
— 22.4 49e3
— 14.9 11.4 71.7
— 18.4 21.2 34.2
Lactato de etilo
cis—3—hexen—1—ol
+ 0.94 9.4 6.0 11.8 33.2 24.7
0.96 222? 13.6
— 9.9
Octanoato de metilo
(PSE.)
1.00 — 3.9 15.0 31.2 20.4
— 7.2
- 269
— 2.7 122 314 20.3
1.11 14.3 4.2 14.6 30.1 16.1
Acido Acético +
benz aldehído
1.15 13.1 14.7 9.7 26.4 26.9
1.19 14.3
1.31
Acido propanoico
— 18.0
— 5.7 17.4
t32 15.4 11.4 13.1 25.1 13.7
1.36
1.38
— 2.5 19.6
- 2.6 10.0
1.40 7.2 10.9 16.0
Z44 3.3 3.6 15.7 26.4 23.2
— 18.0 8.6
Continúa
0.67
068
0.71
0.76
0.83
0.87
0.89
8.2
0.98 9.4
1.04
1.08
L09
Linalol
1.47
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Tabla 22. continuación.
IDENTIFICACION LLOI LLCE SDEC SDESCTRR
1.48
1.52
1 • 55
1.57
1 • 59
161
1.65
166
1.71
1.72
1.74
1.76
1.77
1.79
1.81
1.84
1.86
1.87
1.91
1— 94
1.97
1.99
2—Ql
2.03
2.05
2.07
2 .09
2.13
2.14
ID
15.6
11-
13
7.1
6.3
14 . 7
8.1
11.2
2.5
17.2.
18.8
4.’
6.9
7.1
3.1
12.2
3.5
15.7
12.8
7.4
1.5 11e2 — —
Decanoato de etilo 8.2 15.8 26.2 —
y—Butirolactona 15-4 32.6 - —
Acido Butanoico 16.3 — - —
Succinato Diet. 2.4 lEel 169 19.8
a—terpineol 2.8 15.9 40.9 14.5
3.3 24.6 — —
10.7 — — —
5.2 11.7 — —
9.2 20.7 — —
5.3 13.4 22.9 —
29.1. — — —
22.8 — — —
10.6 14.8 — —
8.2 17.2 31.2 —
— 15.3 — —
4.0 17.4 26.2 —
3.5 — 37.7 —
Acido hexanoico 3.0 11.0 36.2 —
Bencilalcohol 2.2 15.9 — —
2.1 11.7 — —
2—Feniletanol 2.6 14.9 42.4 24.4
12.0 — — —
12.0 14.0 —
— 39.7 —
8.5 16.9 —
30.1 16.0 —
1.9 — —
Continúa
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Tabla 22. Continuación.
__________ LLOI LLCE SDEC SDESCIDENTIPICACION
Acido octanoico
Hexadecanoato de
etilo
Acido decanoico
— 5.2 19.1 — 37.4
TRR
2.
2-17
2 • 19
2 • 24
2.25
2.26
2.28
2.30
2.35
2-40
ID
4,7
11,9
3.6
12.2
29.4
7.8
15.5
5.4
26.1
30.0
53.4
11.7
4.2
16.5
3.9
13.7
5.1
17.5
87.4
10. 6
12.9
24.1
23.6
3.9
23.4
24.7
16.2
16.5
38.3
181
19..0
31.0
43.2
26.3
29.1
21.9
2.50
2.53
2.63
2.68
2.74
2.84
2.86
2.90
2.93
2.95
3.03
3.07
8.4
15.3
11.4
7.0
9.6
5.3
3.24
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RESULTADOS Y DISCUSION
Tabla 23. Coeficientes de variación (%> <n = 6> de las
áreas normalizadas de los picos obtenidos en los distintos
cro—inatograinas de pisco.
(TLRR: Tinmpo de retención relativo al patrón interno.
ID: Inyección directa. LLOZ: Extracción Líquido-Liquido y
concentración interna. LLCE: Extracción Líquido-Liquido y
concentración externa. SDEC: Destilación y Extracción
Simultáneas concentrando el extracto. SDESC: Destilación
Extracción Simultáneas sin concentrar el extracto) - y
IDENTIFICACION TRR ID LLOI LLCE SDEC SDESC
0.67 — 8.6 17.5 — —
— 16.9
— 9—7 5.2 11.8 10.5
— ís.el
1—Hexanol 0.78 15.5 4.1
— 22.6 43.3
— 16.9 9-7 41.8
— 24.3 18.4 18,1
Lactato de etilo
cis—3-hexen—1-ol
+ 0.94 6.6 2.1
0.96
0.98
Octanoato de metilo
(PSE.)
1.00
— 20.0
— 5.4
— 4.6
1.04
1.08
1.09
— 6.0
— 29.0
— 5.9
1.11 13.8 7.3
Acido acético +
benzaldehido
1.15 8.7 9.5
1.19 17.7
— 9.51.31
Acido propanoico 133 19.1 6.3
1.36 4.3
1-38
1.40 4.5
— 3.0
.7.5
1.44 4.9 4.7 5.6 4.3
Continúa
0.68
CAl
0.76
0.83
0.87
0.89
14.7
3.2 6.6 10. 6
2.9
3.6
5.7 6.9 7.6
5.2
6.0
5.9
4..?
11.1
12.5
283
8.7 17. 1
6.5
11.3
Linalol
5.2 5.8
12.0
10. 8
4.1
6.2
13.4
237
RESULTADOS Y DISCtJSION
~ab1a 23. Continuación.
IDENTIFICACION TPR ID LLOI LLCE SDEC SDESC
1.47 — 15.8 8.5 — —
1.48 — 10.5 7.5 — —
Decanoato de etilo 1.50 11 9.0 6.2 7.9 -
y-Eutirolactona 1.52 14.8 14.5 25.5 — —
Acido butanoico 1.55 15.7 17.8 — — -
Succinato Diet. 1.57 1.99 4.8 6.0 21.7
a—Terpineol 1.59 9.35 6.1 5.8 18.9 11.8
1.61 — 7.1 15.0 — —
1.65 12 10.7 — — —
1.66 11.7 4.5 3.9 — —
1.71 — 9.? 10.9 — —
1.72 10.3 5.0 5.3 225 —
1.74 4.53 31.3 — — —
1.76 14.5 20.0 — — —
1.77 — 10.6 5.7 — —
1.79 19 6.0 10.2 19.9 —
1.81 — — 6.2 — —
1.84 3.81 5.4 7.62 9.9 —
1.86 — 6.3 — 9.8 —
Acido hexanoico 1.87 7.52 4.2 15.7 10.0 —
Bencilalcohol 1.91 8.09 5.0 5.8 — —
1.94 — 6.0 9.6 — —
2—Feniletanol 1.97 5.72 4.1 5.1 15.2 2L0
1.99 13.9 7.6 — — —
— 2.01 6.99 — — — —
— 2.03 14,8 8.9 7.0 —. —
— 2.05 — — 35e4 — —
— 2.07 17.4 — — — —
Continúa
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Tabla 23. Continuación.
IDENTIFICAdO
»
Acido octanoico
Palmitato de etilo
Acido decanoico
TI~R
2.09
2 • 13
2.14
2.16
2.17
2.19
2.24
2.25
2.26
2.28
2.30
2.35
2.40
2.50
2.53
2.63
2.68
2.74
2.84
2.86
2.90
2.93
2.95
3.03
3.07
ID
2.9
4-4
9.0
8.5
1,6
27.2
7.2
15.9
6.0
4.8
11.3
10. 0
8.6
7.8
9.6
LLOI tICE SDEC SDESC
11.2
28.4
4.5
10.3
4.8
15.9
4.5
9.3
4-7
14. 6
85 • 1
13.3
11.9
23.2
19.9
5-7
23,0
15.0
12.9
15. 6
5-9
5-7
32.0
7.2
9.7
12.6
19.3
9.5
12.5
26.2
24.4
20.3
40.3
— 6.6 9.1
— 36.03.24
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Vabla 24. Coeficientes de variación (%) (n = 6> de las
áreas referidas al patrón interno de los picos obtenidos en
los distintos cromatogramas de pisco.
<TRR: Tiempo de retención relativo
ID: Inyección directa. LLOI: Extracción
concentración interna. LLCE: Extracción
concentración externa. SDEC: Destilación
Simultáneas concentrando el extracto.
Extracción Simultáneas sin concentrar
SDESC:
el extra
al patrón interno.
Liquido-Liquido y
Liquido-Líquido y
y Extracción
Destilación y
cto).
IDENTIFICACION TRR ID LLOI tICE SDEC SDESC
067 — 7.1 1t7 — —
— 14.9
— 8.9 2.7 18.5 9.1
— 18.1
1—Hexanol 078 16.2 5.8
— 21.2 45.2
— 16.5 10.3 39.0
— 21.2 14.8 22.1
Lactato de etilo
cis—3-hexen—l-ol
+ 0.94 9.45
0.96
6.5
21.0
4.2 8.5 16.7
4.7
— 8.9
— 5.0
— 29.0
1.09 — 3.2
1.11 14.3 4.2
Acido acético +
benzaldehído
S2
2,2
6.3 12.6
10.9 29.2
1.15 13.1 14.4 16.0 11.8 25.0
1.19 14.3
1.31
— 6.0
— 6.4 7.0
Acido propanoico 1.33 15.4 10.0 10.0
— 4.2
— 4.0
1.40 7.21 11.3
1.44 3.32 0.8 2.3 7.8 11.5
— 18.9 14.7
6.3
Continúa
0.68
0.71
0.76
0.83
0.87
0.89
20.9
0.98
1.04
1.08
9.1
1.36
1.38
Linalol
8.0 9.-y
7.3
9.9
7.3
1.47
1.48 9.2
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Tabla 24. Continuación.
RESULTADOS Y DISCUSXON
IDENTIFICACION
Decanoato de etilo
7—Butirolactona
Acido butanóico
Succinato Diet.
a—Terpineol
Acido hexanoico
Bencilalcohol
2-Feniletanol
TRR
1.50
1.52
1.55
1.57
1.59
1.61
1.65
1.66
1.71
1.72
1.74
1.76
1.77
1.79
1.81
1.84
1.86
1.87
1.91
1.94
1.97
1.99
2 .01
2.03
2.05
2.07
ID
15.6
11.0
13.0
7.1
6.3
14.7
8.1
11.2
2.5
17,1
18.8
4.1
6.9
7.1
3.1
12.2
3-5
15.7
12.8
LLOI LLCE SDEC SDESC
9-4
14.9
18. 4
2.2
3.8
4.5
10 • 5
2.8
8.8
2.9
30.1
20.8
8.6
6.4
1.8
2.9
2.2
4.2
3.6
2.2
10.3
9-4
3-7
22.5
3.2
18
14. 6
91
11.6
2.6
29
11.2
5-7
5.9
19.2
3.3
5-5
3.1
9.0
38.4
7.0
26.9
15 4
21.9
22 • 5
7.7
8.7
11.2
14.4
30.2
10.4
18 • 6
2.09 7.4 18.8
Continúa
8.9
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Tabla 24. Continuación.
IDENTIFICAdo» TRR ID LTJCI LLCE SDEC SOESO
2.13 — 30.5 18.2 — —
2.14 — 5.3 — — —
2.16 4.7 9.3 — — —
2.17 11.9 0.4 11.2 13.7 25,6
2.19 — 16.9 — — —
Acido octanoico 2.24 3.6 1.9 3.5 19.0 —
2.25 — — — 22.0 —
2.26 12.2 — — — —
2.28 29.4 — — — —
230 7.8 — — — —
2.35 15.5 — — — —
Hexadecanoato de 2.40 5.4 11.2 - — -
etilo
Acido decanoico 250 8.4 2.5 4.0 13.3 22.4
2.53 15.3 —
2.63 11.4 14.2 — — —
— 2.68 7.0 — 34.0 — 41.1
— 2.74 9.6 — — — —
— 2.84 — 83.7 — — —
— 2.86 — 11.1 — — —
— 2.90 — 13.3 — — —
— 2.93 — 24.8 — — —
— 2.95 — 21.9 — — —
— 3.03 5.3 1.4 5-6 11.6 —
— 3.07 — 19.7 — 28.3 —
— 3.24 — 2.8 5.3 — 36.3
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Tabla 25. Coeficientes de variación (%) En = 6) de las
áreas absolutas de los picos obtenidos en los distintos
cromatogramas de vino.
(TER: Tiempo de retención relativo al patrón interno. ID:
Inyección directa. LLCI: Extracción Líquido—Liquido y
concentración interna. LLCE: Extracción Liquido-Liquido y
concentración externa - SDEC: Destilación
Simultáneas concentrando el extracto. SDESC:
Extracción Simultáneas sin concentrar el extr
y Extracción
Destilación y
acto).
IDENTIFICACION TER ID LLOI tICE SDEC SOESO
— 0.65 — — 32.2 — —
0.66 14.7 8.0
0.78
0.84
23.5 13.1 7.1
13.3
— 16.1 — 18.2 10.3
— 18.1 —
— 33.5
Lactato de etilo +
cis—3--hexen-l-ol
0.93 4.5 15.8 38.5 lGSE 14.4
— 43.0
— 25.4 47.4 — 21.1
Octanoato de
metilo (P.I.)
1.00 9.1 39.7 14.4 10.8
1.09 10.1 11.1 37.0 16,5 17.0
Acido acético 1.17 16.3 15.9 40.2
1.24
Acido propanoico
— 25.1 40.7
1.27 8.1 20.8 34.5 12.7 17.0
1.29 25.5
1.32 9.6 11.4 20.6 14.5 10.8
1.34 10.1 17.2 37.6
1.38 — 11.3 16.9
1.40 5.7 24.1 44.5
1.43 12.1 18.7 32.4
1.46 12.6 24.6 41.0
1.48 — 15.4
y—Butirolactona 1.49 14.7 19.8 39.2
1.51
Acido butanoico
— 15.3
1.52 16.2 206 41.9
— 10.2
Continúa
0.87
o • 89
15.3 8.3
0.96
0.98
Linalol
1.55
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Tabla 25. Continuación.
IDENTIFICACIO»
a—Terpineol
Acido hexanoico
Bencilalcohol
2-Feniletanol
Acido octanoico
TER
1.59
1.61
1 • 66
1.71
1.72
1.73
1.76
1.77
1.79
1.83
1.86
1.90
1.92
1.94
1.96
1.99
2.01
2 • 03
2.05
2 .11
2.13
2 - 14
2.16
2.17
2.19
2.22
2.25
2.27
2.31
2.35
2.37
2.39
Ib
10.7
30.3
9.9
11.8
10.6
22.1
15.1
6.2
15.5
12.1
7.4
5.7
10.8
7.4
14.3
26.0
12.4
31.3
14.8
8,0
25.1
5.76
12.5
15.3
6.4
LLCI LLCE SDEC SDESC
10 • 8
22.5
15.7
13.3
7.9
9.7
14 • 8
15.7
12.9
13.. 3
14 .4
13.3
8.9
11.7
12.5
20.2
8.5
11.2
13 - 8
11.2
19.5
12.4
38.0
35.1
41.6
426
59.2
39.2
33-7
31.7
30.5
38.0
32.7
43.3
22 • 6
39.1
30.4
38.6
37.5
37.1
37.8
32.5
15.5
28.7
20.2
21.5
15.7
14. 7
14.8
9.9
Continúa
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RESULTADOS Y DISCUSION
Tabla 25. continuación.
IDENTIFICACION TER ID LLOX LLCE SDEC SDESC
Hexadecanoato de 2.40 12.6 11.3 20.1 — —
etilo
2.41. 18.7 — — — —
2.42 17.7 — — — —
2.43 — — 61.7 — —
2.44 24.0 12.4 39.1 — —
Acido decanoico 2.46 19.8 12.9 49.2 — —
2.52 15.6 12.4 41.0 — —
2.57 21.5 11.2 40.9 — —
2.59 — — 36.4 — —
2.63 28.2 16,4 19.5 — —
2.68 — 18.4 — — —
2779 17.7 12.2 37.3 — —
2.87 — 14.4 33.6 — —
2.92 — — 45.8 — —
3.11 — 14.8 404 14.9 19.9
3.20 — — 51.3 — —
3.40 — — 42.6 — —
3.45 — — 41.5 — —
3.65 — — 52.0 — —
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RESULTADOS Y DISCUSION
Tabla 26. coeficientes de variación <%) <n = 6) de las
áreas normalizadas de los picos obtenidos en los distintos
cromatogranias de vino.
<TRR:Tiempo de retención relativo al patrón interno. ID:
Inyección directa. LLOI: Extracción Líquido—Liquido y
concentración interna. LLCE: Extracción Liquido-Liquido y
concentración externa. SDEC: Destilación y Extracción
Simultáneas concentrando el extracto. SDESC: Destilación y
Extracción Simultáneas sin concentrar el extracto).
IDENTIFICACION TER ID LLOI LLCE SDEC SDESC
0.65 — — 10.4 — —
0.66 8.8 6.42 24.6
0.78
6.1 10.5
— 3.3
— 10.5
- 13.2
— 12.4
— 17.2 7.2
— 10.8 5.97
Lactato de etilo +
cis—3-hexen—1-ol
0.93 14.6 8.5
0.96
8,7 9.2 10.8
9.5
- 19.2 28.6 — 18.7
Octanoato de metilo
(P.I.)
1.00 - 5.0 4.0 11.9 11.3
1.09 22.4 4.2 8.5 13.9 17.8
Acido acético 1.17 13.6 12.0
— 17.9 11.6
Acido propanoico 1.27 12.9 18.1 4-4 5.7 11.9
1.29 19.9
1.32 18.1 3.9 205 13.7 10.2
1.34 8.7 11.9
1.38 — 3.7
6.5
28-5
1.40 16.5 12.9 10.6
1.43 9.2 16.9
1.46 11.9 17-6
1.48
8.4
5.9
8.3
y—Butirolactona 1.49 3.0 14.7 11.8
1.51
Acido butanoico
— 10.3
1.52 13.2 9.1
— 9.3
Continúa
o • 84
o • 87
0.89
0.98
1.24
8.6
Linalol
1.55
8.5
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Tabla 26. Continuación.
IDENTIFICACION TER ID LLOZ LLCE SDEC SDESC
a—Terpineol 1.59 17.4 3.7 5.1 11.2 8.3
— 1.61 17.5 20.1 34.0 — —
— 1.66 7.0 6.71 6.9 — —
— 1.71 — 6.5 — — —
— 1.72 — 7.1 — — —
— 1.73 16.4 — — — —
— 1.76 12.3 — 12.0 — —
— 1.77 10.1 16.1 31.3 — —
— 1.79 9.3 5.2 12.2 — —
— 1.83 — 5.0 6.6 — —
— 1.86 11.6 47 — — —
Acido hexanoico 1.90 20.7 5.0 13.7 32.8 —
— 1.92 20.8 — — — —
Bencilalcohol 1.94 14.3 3.9 2.7 — —
— 1.96 — 3.9 — — —
— 1.99 — 7.7 — — —
2—Feniletanol 2.01 10.2 3.4 5.5 17.6 16.9
— 2.03 14.0 — — —
— 2.05 16.4 — — —
— 2.11 19.8 5.0 13.4 —
— 2.13 12.2 — — —
— 2.14 10.6 — — —
— 2.16 19.8 10.1 10.3 —
— 2.17 12.1 13.3 12.0 —
— 2.19 15.3 4.8 6.3 20.9 —
Acido octanoico 2.22 11.8 3.1 12.7 —
— 2.25 12.6 4.6 6.26 13.3 6.1
— 2.27 — 16.7 10.8 —
— 2.31 11.3 — 20.3 —
— 2.35 9.1 9.8 9.0 — —
— 2.37 14.7 — — —
— 2.39 — — 7.8 — —
Continúa
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Tabla 26. Continuación.
IDENTIFICACION ID
Hexadecanoato de 2.40 7.0
etilo
Acido decanoico
2.41
2.42
2.43
2.44
t46
2.52
2.57
2.59
2.63
2 . 68
2.79
2.87
292
3.11
3.20
3.40
3.45
3.65
16.5
8.0
12.9
6.8
3-9
10.9
31.2
3.8
3.8
4.9
2.4
3.8
17. 3
12.1
4.1
24.9
16.8
26.6
12.5
20.5
7.0
10.0
18. 6
28.3
3.6
7.2
14.0
5.8
26.0
9.0
— 18.1
— 16.0
LLOI
5.1
LLCE
24.2
SDEC SO ESO
22.5 21.2
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Tabla 27. Coeficientes de variación <%) <n = 6) de las
áreas referidas al patrón interno de los picos obtenidos en
los distintos crornatogramas de vino.
<TRR: Tiempo de retención relativo al patrón interno.
ID: Inyección directa. LLOI: Ext:acción Liquido-Liquido y
concentración interna. tICE: Extracción Liquido-Liquido y
concentración externa. SDEC: Destilación y Extracción
Simultáneas concentrando el extracto. SDESC: Destilación y
Extracción Simultáneas sin concentrar el extracto>.
IDENTIFICAOION TRR ID LLCI LLCE SDEC SDESC
0e65 — — 10.7 — —
0.66 14.7 4.0 26.4 6.54 18.0
0.78
— 1.9
0.84
0.87
O • 89
Lactato de etilo +
cis—3--hexen-1-ol
0.93
— 9.4
— 14.2
— 10.7
— 7.85
16.8
5.5
— 15.6
4.1 11.4 11.1 13.6 14.6
— 9.8
0.98
— 23.1 31.1
1.09 10.1 2.1
Acido acético
12.4
— 15.4
4.54 7.2
1.17 16.3 15.0 10.4
1.24
Acido propanoico
— 21.7 19,3
1.27 8.1 19.2 5.5
1.29 25.5
1.32 9.6 2.8
1.34 10.1 14.7
23.4 17.2 12.6
9.0
1.38 — 2.4 33.3
1.40 5.71 16.7 10.7
1.43 12.1 19.2 11.6
1.46 12.6 22.0
1.48
8.5
— 10.5
y-Butirolactona 1.49 14.7 18.8 13.9
1.51
Acido butanoico
— 90
1.52 16.2 13.2
— 9.8
a-Terpineol 1.59 10.7 2.0 3.2 21.7 20.2
Continúa
0.96
Linalol
7.45 11.7
1.55
8.8
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Tabla 27. Continuación.
IDENTIFICACION
Acido hexanoico
Bencilalcohol
2—Feniletanol
Acido octanoico
TPR
1.61
1.66
1.71
1.12
1,. 73
1.76
1.77
1.79
183
1 • 86
1.90
1.92
1.94
1.96
1.99
2.01
2.03
2~. 05
2.11
2.13
2. 14
2.16
2.17
2.19
2.22
2.25
2.27
2.31
2.35
2.37
2.39
ID
30.3
9.9
11.8
10.6
22.1
15.1
6.2
15.5
12.1
7.4
5.7
10.8
7.4
14.3
26.0
12.4
31.3
14. 8
8.05
25.1
5.7
12,5
15.3
6.4
LLCI LLCE SDEC SDESC
20.0
11.0
8.9
5.6
15. 1
8.0
9.2
6.0
4.2
7.1
6.2
4.6
2.9
4.3
14.2
13.1
2.2
5.7
2.2
13 • 8
6.1
38.0
7.1
12.3
36.4
12.0
6.8
17.8
1.9
3.5
17.9
10.7
13.0
3.9
17.2
4.1
10.4
19.4
8.3
8.8
30.4
24.0
30.4
23.7
24 • 6
13 • 1
Continúa
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Thbla 27. Continuación.
IDENTIFICACIoN TER ID LLOI LLCE SDEC SDESC
Hexadecanoato de 2.40 12.6 2.4 25.5 — —
etilo
2.41 18.7 — — — —
2.42 17.7 — — — —
2.43 — — 23.9 — —
2.44 24.0 3.4 14.5 — —
Acido decanoico 2.46 19.8 7.7 18.9 — —
2.52 15.6 4,1 5.3 — —
257 21.5 3.2 8.2 — —
2.59 — — 19.0 — —
2.63 28.2 16.5 30.2 — —
2.68 — 14.0 — — —
2.79 1777 7.6 7.0 — —
2.87 — 22.2 10.8 — —
2.92 — — 12.7 — —
3.11 — 16.8 7.3 27.0 31.6
3.20 — — 27,2 — —
3.40 — — 9.7 — —
3.45 — — 16.8 — —
3.65 — — 14.5 — —
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Cuando se estima la repetibilidad en base al área de
cada pico dividida por la del patrón interno (Tabla 24), los
resultados son sinálares a los de las áreas normalizadas. En
el caso de la inyección directa, los coeficientes de
variación obtenidos son idénticos a los resultantes cuando se
consideran las áreas absolutas, ya que el patrón no pudo ser
añadido a la muestra y se cromatografió por separado.
En los replicados del vino, la introducción directa y la
extracción liquido—liquido con concentración interna
proporcionan valores similares, mientras que la extracción
liquido-liquido con concentración externa presenta los
valores de coeficientes de variación más elevados.
Según se puede apreciar comparando la Tabla 26 con la
25, los coeficientes de variación de las áreas normalizadas
son en general frienores que los de las áreas absolutas en la
introducción directa. Sin embargo, en la extracción liquido—
liquido con concentración tanto interna como externa, la
disminución de la variabilidad del análisis es evidente,
siendo la primera modalidad de concentración citada la que
proporciona los coeficientes de variación más bajos. En lo
que se refiere a las SDE también se observa una cierta
disminución en la precisión alcanzable cuando se utilizan
áreas normalizadas.
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RESULTADOS Y nrscusrow
Si se consideran áreas referidas al patrón interno
(Tabla 27), los coeficientes de variación obtenidos son, en
la mayorla de los casos, mayores que los correspondientes a
las áreas normalizadas..
Como resumen de las características observadas en el
desarrollo del análisis del aroma de vino y pisco mediante
las cinco técnicas comparadas en este capitulo, en la Figura
68 se representan valores estimativos del tiempo de análisis,
volumen de muestra, sensibilidad y precisión que, en términos
generales, corresponden a las citadas técnicas. Se puede
observar que el método de introducción directa de la nuestra
que se propone en esta Memoria, es un procedimiento de
sensibilidad y precisión muy satisfactorias en relación con
las proporcionadas por otras técnicas habitualmente
empleadas. Además, su uso supone un evidente ahorro de
tiempo, incluso cuando se compara con una técnica
relativamente rápida como es la destilación y extracción
simultáneas en su versión micro. Otra ventaja destacable del
método propuesto es el hecho de que el volumen de muestra
necesario para el análisis es claramente interior al
requerido cuando se aplica cualquiera de los restantes
métodos evaluados, y muy especialmente la extracción líquido—
líquido.
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CONCLUSIONES
1. La concentración interna del extracto ííquido—ll.quidO con
Freon 11 se puede llevar a cabo en un vaporizador con Temperatura
Programada (PTV>, realizando la inyección en frío con eliminación
selectiva del disolvente y utilizando un adsorbente adecuado OOflO
relleno del “glass linerir.
2. La exactitud y la precisión del análisis mediante el
proceso de Extracción Liquido—Liquido con Freon u, concentración
del extracto y cromatografía de Gases son, en general, mayores
cuando la concentración se realiza en un PTV que cuando se
realiza por calefacción externa.
3. La inyección directa de la muestra para el análisis de
compuestos traza se puede realizar colocando un adsorbente
adecuado en el “glass liner”, introduciendo lentamente un elevado
volumen de muestra mientras circula una corriente de gas inerte
a través del inyector de modo que se logre la eliminación
selectiva del disolvente.
4. El empleo de diseños experimentales1 en particular el
propuesto por Box y Efunter y el Simplex Modificado, permite
optimizar las variables del método de análisis por inyección
directa de compuestos presentes en cantidades traza usando un
inyector PTV.
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5. El uso del diseño compuesto, central y rotativo propuesto
por Box y Hunter demuestra que la influencia de cada variable de
la introducción directa en el valor de la respuesta medida
(sensibilidad y exactitud del análisis) puede depender del nivel
al que se encuentran las restantes variables <interacción).
Además, la influencia de las variables estudiadas en la respuesta
es característica de cada soluto analizado.
6. El empleo del método simplex Modificado permite optimizar
el análisis de volátiles en baja concentración, mediante
inyección directa empleando un PTV, poniendo de manifiesto la
existencia de una correlación positiva entre la sensibilidad del
método y dos variables: el porcentaje de GasChrom 220 empleado
en el adsorbente y la longitud total de este último en el “glass—
liner”; existe además una correlación negativa con la temperatura
inicial del PTV.
En las condiciones experimentales optimizadas el método es
fiable en cuanto a recuperación y precisión y permite la
determinación directa de solutos presentes en la muestra en
concentraciones de hasta 100 nq/L.
7. El empleo de un PTV permite el análisis por inyección
directa de componentes minoritarios de muestras reales <vino y
pisco) con mejor precisión y menores pérdidas de volátiles que
por otros métodos clásicos de análisis, corno la Extracción
Líquido—Liquido y la Destilación y Extracción Simultáneas.
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CONCLUSION GENERAL
El análisis de compuestos volátiles que se encuentran en
concentraciones traza en muestras liquidas, se pueda llevar a
cabo por inyección directa de la muestra en un cromatógrafo de
gases con columnas capilares empleando un inyector flV, sin que
se requiera la etapa de aislamiento y concentración previa
comúnmente utilizada.
El método propuesto en esta Memoria presenta las siguientes
ventajas frente a otros métodos de análisis habitualmente
empleados:
— Su ejecución es más rápida y más sencilla.
— Requiere el empleo de menor volumen de muestra.
— No es necesario emplear disolventes, con lo que se evitan
contaminaciones, particularmente graves en el caso del
Freon 11.
- La sensibilidad y precisión son, en general, superiores.
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